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Uber die Wirkung des Jodithylurethans und -allophanats. 





Von 
B. vy. Issekutz und A. Tukats. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Kgl. ungarischen Universitat 
in Szeged.) 
(Eingegangen am 8. Dezember 1923.) 





Das Athylurethan, welches in den achtziger Jahren des vorigen Jahr- 
hunderts in die Therapie als giinzlich unschadliches Hypnotikum mit ‘ 
groBen Hoffnungen eingefiihrt wurde, rief — da sich seine Wirksamkeit ; 
fiir zu schwach und ungewi8 erwies — groBe Enttauschungen hervor. 
Obgleich sich viele mit der Frage beschaftigten, die Wirksamkeit dieser 
Verbindung zu steigern, und obwohl es ihnen auch gliickte, neuere, 
stirker wirkende Carbaminsiureester (Hedonal, Aponal) herzustellen, 
welche sich in der Heilkunde ihrer stiirkeren Wirksamkeit wegen fiir 
niitzlicher wiesen, hat bisher niemand die Brom- und Jodsubstitutions- 
produkte des Athylurethans hinsichtlich ihrer Wirkung und ihres Ver- 
haltens im Organismus untersucht. 
Das Jodithylurethan (NH,—CO—O—C,H,J) ist ein weiBes, 
kristallinisches Pulver von etwas beiBendem Geschmack. Lést sich im 
Wasser gui. Aut 60° erwiirmt, kann eine 5proz. Lésung bereitet werden ; 
enthalt 59,07 Proz. Jod. 


1,0 mg pro Gramm in den Bauchlymphsack des Frosches eingespritzt, 
verursacht wiahrend einer halben Stunde oberflachliche Narkose, welche 
sich langsam steigert und lange anhalt, so daB das Tier auch noch am 
naichsten Tage matt ist. Nach der Einspritzung gehen die Frésche den 
darauffolgenden zweiten bis vierten Tag gewohnlich zugrunde. 2,0 mg pro 
Gramm rufen am Frosche tiefe Narkose hervor, indem die Reflexe voll- 
kommen aufgehoben werden. Niachsten Tag besteht noch Lahmung bei 
schwacher Herztiatigkeit, und den dritten Tag geht das Tier zugrunde. 
Das auf der Straubschen Kaniile befestigte — isolierte — Froschherz wird 
vom Jodathylurethan nur in der Verdiinnung |: 1000 beeinfluBt, erzeugt 
Arrhythmie, meistens Halbierung des Pulses, so daB auf 2 As 1 Vs fallt. Die 
Wirkung ist reversibel: Wenn wir das Herz mit Ringerscher Lésung aus- 
waschen, hért die Arrhythmie auf, tritt aber auf neuere Vergiftung wieder ein. 
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Bei Mausen verursacht 10mg pro Gramm Jodiathylurethan, unter 
die Haut gespritzt, innerhalb 5 Minuten Narkose, welche stindig tiefer 
wird und schlieBlich, infolge Lahmung der Atmung, mit dem Tode endet. 
0,5 mg pro Gramm verursacht keine Narkose, nur einigermaBen Miidigkeit, 
und doch verenden die Tiere am nachsten Tag; 0,3 mg pro Gramm hin- 
gegen vertragen sie ohne jede Beschwerde und bleiben dauernd gesund. 

Bei Kaninchen und Katzen erwies sich diese Verbindung als noch 
giftiger. Bei beiden Tieren wirkten schon 0,3 g pro Kilogramm tédlich. 
Gewohnlich zeigt sich eine an den hinteren GliedmaBen beginnende und 
weiter zunehmende Lihmung; z. B. 

Versuch Nr. 2. Katze, 1550 g schwer, erhielt am: 

18. Februar 1921, 11 Uhr 50Min., 0,50g Jodiathylurethan = 0,33 g 

pro Kilogramm subkutan. 12Uhr 40Min. kann sie auf den 
Riicken gelegt werden, wendet sich langsam zuriick. 

19. Februar friBt sie nicht, ist miide, sieht krank aus. 

21. Februar wiegt sie 1400g. Hochgradige Muskelschwiche, vermag 
die hinteren GliedmaBen kaum zu bewegen, schleppt sie nach, stiitzt 
sich auf die vorderen GliedmaBen, stiirzt bald zusammen und 
vermag auch den Kopf kaum zu heben. 

22. Februar wiegt sie 1320 g, friBt nicht und wird immer schwacher. 

27. Februar in der Frihe finden wir sie tot. 

Wenn die Tiere taglich Jodaithylurethan erhalten, so wirkt schon eine 
bedeutend kleinere Dosis, 0,08 g pro Kilogramm, tédlich. 

Versuch Nr. 5. Katze, 3350 g, erhielt am: 

23. Februar 1921 0,20 g Jodathylurethan per os = 0,06g pro Kilo- 


gramm. 

24. Februar 0,30 g Jodithylurethan per os = 0,09g pro Kilogramm. 

26. Februar wiegt sie 3200 g, friBt gut und ist gesund. 

28. Februar wiegt sie 3100g, 0,25g Jodathylurethan = 0,08 g pro 
Kilogramm. 

1, Marz wiegt sie 3100 g, 0,25 g Jodathylurethan = 0,08 g pro Kilo- 
gramm, friBt zwar gut, nimmt aber standig ab. 

17. Marz wiegt sie 2550 g, 0,20g Jodathylurethan = 0,08 g pro Kilo- 
gramm. : 

18. Marz 0,20 g Jodathylurethan. 

22. bis 24. Marz erhilt sie taglich 0,20 g Jodathylurethan. 

25. Marz wiegt sie 2300 g, friBt nicht, ist schwach, geht taumelnd. 

30. Marz kann sie sich kaum bewegen, besonders gelaihmt ist der hintere 
K6rperteil. 

31. Marz in der Friihe finden wir sie tot. 

0,05 g pro Kilogramm ist diejenige gréBte Tagesdosis, welche der 

Organismus auch bei staéndiger Einnahme vertragt; z. B. 

Versuch Nr. 8. Katze, 2200 g schwer, erhalt vom: 

29. Marz bis 10. Mai 1921 42 Tage hindurch taglich 0,10 g Jodathyl- 
urethan = 0,048 g pro Kilogramm per os. Bleibt staéndig gesund, 
ihr Kérpergewicht nimmt nicht ab. 

Versuch Nr. 9. Katze, 2000 g schwer, erhalt vom: 

20. April bis 10. Mai 1921 20 Tage hindurch taglich 0,10 g Jodathyl- 
urethan = 0,05 g pro Kilogramm. Ihr K6rpergewicht sinkt auf 
1500 g, sonst bleibt sie gesund. 
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Mit Jodathylurethan wurden bei paralytischen Kranken vorsichtig 
Versuche angestellt. Anfangs erhielten sie taglich 0,45 g, spater 0,75 g; 
diese Dosen erwiesen sich auch bei laingerer Einnahme als unschiadlich. 
Vereinzelt zeigen sich Magenbeschwerden und Appetitlosigkeit infolge 
seines beiBenden Geschmackes und seiner lokalreizenden Eigenschaften 
wegen. 


Nicht nur die Jod-, sondern auch die Bromverbindung des Athy]- 
urethans ist ziemlich giftig. 

Das Bromithylurethan ist ein weiBes, kristallinisches, in Wasser 
leicht lésliches Pulver. 


1,0mg pro Gramm verursacht an Fréschen oberflichliche Narkose. 
Das Tier bleibt in Riickenlage, kehrt sich aber auf Kneifen um. Nach 
einigen Stunden hért die Narkose auf und -dennoch gehen bis nichsten 
Tag alle Tiere zugrunde. 2,0 mg pro Gramm verursachen eine vollkommene 
tiefe Narkose, die Reflexe bleiben vollstandig aus und die Narkose endet 
mit dem Tode des Tieres. 

Athylurethan verursacht an Fréschen in Dosen von 2,0 mg pro Gramm 
oberflichliche, und in Dosen von 4,0mg pro Gramm. tiefe Narkose. Also 
steigert die Bromierung die narkotische Wirkung auf das Zweifache. Be- 
deutend starker wichst indes die Giftigkeit der Verbindung, denn 
wahrend das Athylurethan iiberhaupt nicht giftig ist — nach sehr groBen 
Dosen auch nach mehrere Tage hindurch anhaltender Narkose genesen 
die Tiere alle —, tétet auch schon die kleinste narkotisierende Dosis des 
Bromithylurethans die Tiere. Wir finden auch bei Séugetieren ahnliche 
Verhialtnisse: 0,5g pro Kilogramm erzeugen beim Kaninchen und bei 
der Katze gleichfalls oberflachliche, 1 bis 2 Stunden andauernde Narkose, 
aus der das Tier erwacht, jedoch matt bleibt, kranken Eindruck macht 
und bis nichsten Tag verendet. Ahnlich verhalt sich auch das Bromithyl. 
Die damit narkotisierten Tiere erwachen zwar rasch, doch erkranken sie 
nach kiirzerer oder langerer Zeit schwer und gehen zugrunde. W. Hennicke') 
wies sogar nach, daB jene Ratten, die in einer kaum narkotisch wirkenden 
2vol.-proz. Konzentration des Bromiathyls gehalten wurden, am nichsten 


Tage zugrunde gehen. 


Zwecks Verminderung der Giftigkeit und des unangenehmen 
Geschmacks des Jodathylurethans wurde die Acetylverbindung her- 
gestellt (CH,CO—NH—CO. OC,H,J). 

Diese geschmacklose Verbindung erwies sich aber gegen Erwarten 


giftiger als das Jodithylurethan: schon 0,3 mg pro Gramm wirkten bei 
Miusen tédlich, von Jodathylurethan ist die Dosis letalis 0,5 mg pro Gramm. 


Es gliickte indes, die Giftigkeit der Verbindung durch Einfiihrung 
der OC—NH,-Gruppe bedeutend herabzusetzen. Die so erhaltene 
Substanz ist das Jodithylallophanat (NH,CO—NH—CO.OC,H,J), 
ein weiBes, vollkommen geschmackloses kristallinisches Pulver, welches 


1) W. Hennicke, Inaug.-Dissert. Bonn 1895; zit. nach Kochmann, 
Handb. d. Pharm. 1, 261. 


1* 
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in Wasser wenig, jedoch in Alkohol, Aceton, Essigither gut léslich ist ; 
enthalt 49,2 Proz. Jod. 


In den Bauchlymphsack des Frosches in Form einer Emulsion ein- 
gespritzt, sind 1,0 bis 15mg pro Gramm noch wirkungslos, 2,0 mg pro 
Gramm erzeugen geringe Mattigkeit, spater Lahmung und rufen nach 
2 bis 3 Tagen den Tod des Tieres hervor. 

Bei Mausen erwies sich 1,0mg pro Gramm in Form einer Emulsion 
als tédlich. 

Das Jodiathylallophanat erwies sich auch an Kaninchen und Katzen 
bei weitem weniger giftig als das Jodithylurethan. Die tédliche Dosis 
des ersteren ist némlich 0,70 g pro Kilogramm und die des letzteren 0,30 g. 
Noch groBer ist der Unterschied, wenn wir diejenigen Versuche vergleichen, 
wahrend deren die Tiere Wochen hindurch Jodathylurethan bzw. -allo- 
phanat erhielten. Vom ersteren war die noch nicht giftig wirkende Tages- 
dosis 0,05 g, vom letzteren hingegen 0,20 g'), somit also viermal gréBer. 

Versuch Nr. 6. Kaninchen, 2000 g schwer, erhalt vom 7. bis 21. Februar 
1918 taglich 0,4 g Jodathylallophanat = 0,2g pro Kilogramm.  Bleibt 
dauernd gesund, sein K6érpergewicht nimmt wiahrend der l4tagigen Be- 
handlung um 300g ab. 

Versuch Nr. 7. Kaninchen, 1850 g schwer, erhalt vom 20. Februar 
bis 20. Marz 1921 taglich 0,2 g Jodathylallophanat = 0,10 g pro Kilogramm. 
Bleibt dauernd gesund, sein K6érpergewicht bleibt unverindert. 

Die Giftigkeit des Jodithylallophanats entspricht der des Jodivals, 
von dem nach den Versuchen von Eckhout?) die Dosis letalis ebenfalls 
0,7 g pro Kilogramm ist, die des Jodkaliums nach Sgalitzer*) 1,2 g. 

Bedeutend kleiner ist hingegen der Unterschied, wenn wir das Jod- 
athylallophanat bei chronischer Dosierung mit Jodnatrium vergleichen. 
Buchholz*) gab in seinen Versuchen tiaglich dreimal je 0,13 g Jodkalium 
(= 0,39 g pro Kilogramm) und den dritten Tag verendete der Hund. Die- 
selbe Dosis, dem Kaninchen verabreicht, verursacht den siebenten Tag 
den Tod des Tieres. In unseren Versuchen vernichtete die taglich verab- 
reichte etwas gréBere Dosis (von 0,55 g pro Kilogramm) des Jodiathyl- 
allophanats den vierten Tag das Kaninchen. Das Jodithylallophanat ist 
also eine wenig giftige Verbindung. Seine Giftigkeit ist bei chronischer 
Dosierung unbedeutend gréBer als die der Jodsalze, ist in den in der 
Therapie angewendeten Gaben (taglich 1 bis 3g) nicht schiadlich. 


Verteilung im Organismus. 


Zur Bestimmung des Jodgehaltes im Organismus stehen uns 
mehrere Methoden zur Verfiigung. 


Am hiufigsten wird die Bawmannsche Methode angewendet, bei der 
das Organ mit Kalilauge und Kaliumnitrat verascht wird. Die Asche wird 
mit Wasser entlaugt, das Jod aus der angesaiuerten Lésung mit Nitrit 
ausgeschieden und mit Chloroform oder Kohlenschwefel ausgeschiittelt. 
Der Jodgehalt der letzteren wird entweder mit Kolorimetrie bestimmt 


1) Entspricht, auf den Menschen umgerechnet, taglich 12 g. 
2) Eckhout, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 57, 338, 1907. 
8) Sgalitzer, Arch. intern. 18, 285. 

4) Buchholz, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 81, 288, 1917. 
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Jodathylurethan und -allophanat. 5 


oder nach Fresenius mit Natriumthiosulfat titriert. Die Veraschung der 
Organe fordert sehr groBe Vorsicht, denn der Salpeter fangt leicht Flamme 
und es verbrennt die ganze Masse, wihrenddem der gréBte Teil des Jods 
entweicht. Auch bei der gréBten Vorsicht kann kaum vorgebeugt werden, 
daB einzelne kleinere Teile sich nicht entziinden, so da®B ein kleinerer oder 
groéBerer Jodverlust immer erwachst. Die Jodbestimmung ist weder durch 
Kolorimetrie, noch nach Fresenius geniigend piinktlich, wie das Blum und 
Griitzner') in ihren eindringlichen Studien nachgewiesen haben, weshalb 
wir den gréBten Teil der Jodbestimmung nach Methode der Genannten 
ausgefiihrt haben. Die Veraschung der Organe mit Bariumsuperoxyd 
gelingt sehr leicht und glatt. Den Uberflu8 reduzieren wir mit Tierkohle 
und lésen aus der Asche mit Wasser die léslichen Bestandteile. Die Jod- 
bestimmung geschieht nach der von Bernier und Peron empfohlenen 
Methode dermafen, da8 wir die Jodide in alkalischer Losung mit Kaliumper- 
manganat zu jodsauren Salzen oxydieren, das jodsaure Salz mit Schwefel- 
siure in Anwesenheit von Jodkalium zersetzen und das freiwerdende Jod 
mit Natriumthiosulfat titrieren. Die Methode gibt sehr genaue Resultate, 
wenn wir die von Blum und Griitzner empfohlenen Anderungen ein- 
halten. Unsere Kontrollversuche fiihrten wir so aus, daB wir zu Muskel- 
stiicken und zu Gehirn bekannte Mengen Jodkalium gaben, diese ver- 
aschten und das darin befindliche Jod bestimmten. Auf diese Art iiber- 
zeugten wir uns, daB auch '/,9, ja sogar '/,9 mg Jodmenge mit der ge- 
wiinschten Genauigkeit bestimmt werden konnte. Wiederholt veraschten 
wir Organe ohne Zugabe von Jod, um uns itiber die Reinheit unserer Chemi- 
kalien tiberzeugen zu kénnen. 

_Das Resultat unserer Versuche ist aus der Tabelle I ersichtlich. 
Die Verteilung des mit Jodithylurethan und -allophanat eingefihrten 
Jods im Organismus unterscheidet sich von der der Jodide wesentlich. 
Die Jodionen der letzteren sind, wie Léb*) nachwies, nicht imstande, 
in das Gehirn-, Fettgewebe und Knochenmark einzudringen; diese 
Organe der mit Jodnatrium behandelten Kaninchen bleiben immer 
jodfrei. Jodithylurethan und -allophanat hingegen verhalten sich 
aihnlich wie das von Léb untersuchte Jodithyl und Jodanilin. Im 
Gehirn und Fettgewebe der mit Jodiaithylurethan und -allophanat be- 
handelten Tiere gelang es in jedem Falle, Jod nachzuweisen. Das 
Gehirn enthalt jedoch immer bedeutend weniger Jod als das Blut 
und die Leber, in denen wahrend der meisten Versuche ungefahr gleiche 
Jodmengen gefunden wurden. Der Jodgehalt des Gehirns hingegen 
war nur 4 bis !/,) jener Jodmenge. 

Zur Kontrolle dessen, ob sich das Jodithylallophanat vollstandig 
resorbiert, wurde in den Versuchen Nr. 3, 8, 10 der Tabelle I der ganze 
Darminhalt und Fizes gesammelt und daraus die noch nicht resorbierte 
Jodmenge bestimmt. Im Versuch Nr. 3 erhielt das Tier 1,24 g Jodathyl- 
allophanat. Nach 6% Stunden wurde das Tier durch Verblutung getotet. 


Im ganzen Magen- und Darminhalt fanden wir 0,028g Jod = 0,056 g 
Jodithylallophanat. Demnach wurden 95,5 Proz. der verabreichten Menge 


1) Blum und Griitzner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 429, 1913. 
2) O. Loeb, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 56, 320, 1907. 
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Jodathylurethan und -allophanat. 


resorbiert. Ahnlich wurden in den 
Versuchen Nr. 8 und 20 97,3 bzw. 
97,5 Proz. der verabreichten Menge 
resorbiert. 


Um einen Vergleich mit den in 
der Therapie gebrauchlichen orga- 
nischen Jodverbindungen anstellen 
zu kénnen, wurden mit einem 614 kg 
schweren Hunde Versuche angestellt. 


Der Hund erhielt von der unter- 
suchten Substanz friih 8 Uhr vor dem 
Fressen per os eine 0,50 bis 0,75 ¢ 
Jod entsprechende Menge. Im Stoff- 
wechselkifig wurde sein Kot und 
Urin taglich gesammelt und das Jod 
daraus bestimmt. Die Beobachtungen 
wurden fortgesetzt, so lange Jod im 
Urin nachgewiesen werden konnte. 
Nachher bekam das Tier 3 Tage 
Rast. Bald darauf wurden mit einer 
anderen Substanz Versuche genau 
unter denselben Umstiinden angestellt. 
Im Durchschnitt erhielt das Tier 
jeden zehnten Tag eine Dosis Jod. 
Die Versuche sind in der Tabelle IT 
zusammengefaBt. Wahrend vom ein- 
gegebenen Jodkalium blo8 0,43 Proz. 
nicht resorbiert wurden — so viel 
wurden im Kot gefunden —, erwies 
sich die Resorbierung der Fettsaure- 
Jodverbindungen als sehr unvoll- 
kommen. So wurden in einem Falle 
von Sajodin 43,8 Proz., im anderen 
Falle 17,7 Proz., von Lipojodin 19,4 
und 13,8 Proz., vom Dijodyl 44,5 Proz. 
nicht resorbiert. Vom Jodathylallo- 
phanat verblieben im Kote 2,15 Proz., 
vom Alival 0,40 Proz. Das Alival er- 
wies sich indes fiir sehr giftig; 1,2¢ 
= 0,19 g pro Kilogramm téteten das 
Tier innerhalb einiger Stunden und 
verhinderte dadurch die Ausbreitung 
der Versuche auf andere Substanzen. 

Die Ausscheidung des Jods mit 
dem Urin dauerte beim Jodkalium 3, 
bei den tibrigen 4 bis 6 Tage. Die aus- 
geschiedene Jodmenge des Jodkaliums 
betrug 85 Proz. des Eingegebenen, bei 
den iibrigen betrug sie 24 bis 58 Proz. 
Diese Versuche bestitigen demnach 


Tabelle II. 





0,97 g Jodkalium © 





Alival 1,2 
0,75 Jod 


J oda th yl . 
pany yp 
Ig= 


Dijodyl 


12¢ 


- 0,738 gJod 


Lipojodin 


|| 18g 


| 


Lipojodin 


2,5g=0,625gJod || 1,8g=0,738 gJod 


= 0,625 g Jod 


Sajodin 


| 25¢ 


= 0,74g Jod 


Tag 


49 g Jod 


0,574gJod 
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die Resultate von Keeser!), Hoss*) und Wol/*), die ebenfalls konstatierten, 
daB die Fettsiure-Jodverbindungen im Darmtrakt unvollkommen resorbiert 
werden. Das Jodithylallophanat unterscheidet sich aus diesem Stand- 
punkte vorteilhaft von dem Vorhergehenden, denn es wird beinahe 
quantitativ resorbiert. 

Bei Menschen geschieht die Ausscheidung mit ahnlicher Geschwindig- 
keit wie die der Jodide. Einer von uns nahm auf niichternen Magen zuerst 
0,32 g Jodkalium und nach einigen Tagen ebensoviel (0,245 g) Jod ent- 
haltendes (0,50 g) Jodithylallophanat; die mit dem Urin ausgeschiedene 
Jodmenge stieg folgendermaBen: 





| im Durchschnitt 











Jodkalium i einer Stunde 
ee re - 
Innerhalb einer !/, Stunde . 0,0024 == 
me 1 Ware gee a 0,0180 0,018 
. 2Stunden.. . 0,035 0,017 
“ ss 0,085 0,020 
8 - 0,135 0,0125 
5 12 a 0,168 0,0055 
‘ 18 i. 0,199 0,005 
fe 24 a 0,217 0,003 
Im Durchschnitt 
Jodathylallophanat einer Stunde 
= 8 
Innerhalb einer */, Stunde . 0,0013 _— 
“ 1 _ 5 Voss Were 0,0023 0,0023 
. 2Stunden.... 0,0065 0,0042 
e 4 . 0,0485 0,021 
of 8 ss 0,124 0,019 
a 12 ie 0,162 0,006 
~ 18 - 0,202 0,0066 ; 
. 24 is 0,222 0,0033 : 


wurden mit dem Urin ausgeschieden. 


Die Ausscheidung des in Form von Jodathylallophanat eingefiihrten 
Jods beginnt langsamer als das Jodkalium, in der vierten Stunde hingegen 
hért der Unterschied auf, und von da an geschieht die Ausscheidung in 
beiden Versuchen mit gleicher Geschwindigkeit. Die Ausscheidung der 
Jodmenge betrug wahrend 24 Stunden 86 bzw. 88 Proz. 


Zusammenfassung. 
1. Die Giftigkeit des Athylurethans wird durch Einfiihrung von 
Brom und Jod in die Athylgruppe stark gesteigert ; die weitere Steigerung 
der Giftigkeit wird von der Acetylierung verursacht. 


1) Keeser, Zeitschr. f. klin. Med. 91, 61, 1921. 
2) Hoss, Inaug.-Dissert. GieBen 1914. 
3) Wolf, Inaug.-Dissert. GieBen 1914. 
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2. Das Jodathylallophanat ist weniger giftig als das Jodathyl- 
urethan und ist in der in der Therapie in Betracht kommenden Dosis 
unschadlich. 

3. Beide Verbindungen sind von lipotroper und _ neurotroper 

Ligenschaft. 

4. Die Fettsiure-Jodverbindungen werden im Darmtrakt sehr un- 
vollkommen, hingegen wird das Jodithylallophanat beinahe quantitativ 
resorbiert. 

5. Das Jodathylallophanat wird mit dem Urin beinahe in dem- 
selben Mae und so rasch ausgeschieden wie das Jodkalium. 




















Uber den Einflu& 
des Sauerstoffgehaltes auf die Wasserstoffzahl des Blutes. 


Von 
J. Hollo und St. Weiss. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der Paznény-Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 11. Dezember 1923.) 


Hasselbalch und Lundsgard (1) haben zuerst darauf hingewiesen, 
da Oxyhamoglobin eine starkere Saure ist als reduziertes Himoglobin. 


Dieser Befund ist dann besonders von Henderson”) eingehend ergriindet 
worden. Damit erklart es sich, daB arterialisiertes Blut bei gleicher Kohlen- 
séurespannung etwas saurer ist als reduziertes; diese Tatsache ist von 
Hasselbalch und Lundsgard (1), Hasselbalch (3), Christiansen, Douglas und 
Haldane (4), Henderson (2) sowie von Parsons (5) in mehreren — allerdings 
nicht vielen —— Fallen durch Untersuchung des Kohlensiurebindungs- 
vermégens ermittelt worden. Der Unterschied zwischen der Reaktion 
des reduzierten und des oxygenisierten Blutes bei gleicher Kohlensaure- 
spannung hingt vom Hiamoglobingehalt des Blutes sowie von der COQ,- 
Spannung ab, bei welcher untersucht wurde; er betragt, unter physiolo- 
gischen Bedingungen bei 38°C untersucht, p, 0,02 bis 0,03. 

Dieser Befund ist sowohl vom physiologischen wie vom methodischen 
Gesichtspunkte aus wichtig. Da die Kohlenséurespannung im vendésen 
Blute héher als im arteriellen ist, so ist vendses Blut saurer; dieser Unter- 
schied wird aber zum guten Teile ausgeglichen, eber dadurch, daB Oxy- 
hamoglobin eine starkere Saure ist als reduziertes Hamoglobin; diesem 
Umstande ist es zu verdanken, da®8 das xirkulierende Venenblut unter 
normalen Bedingungen nur um etwa p, 0,02 saurer ist, als das arterielle 
Blut (Christiansen, Douglas und Haldane (4)}. Die technische Bedeutung 
dieses Verhaltens des Himoglobins ist besonders von Peters, Barr und 
Rule (6) hervorgehoben worden: Bei den gebrauchlichen Methoden zur 
Ermittlung der Kohlenséurebindungskurve wird das Blut beim Schiitteln 
im Kohlenséure-Luftgemisch des Tonometers arterialisiert; dadurch ent- 
steht, da gewéhnlich venéses Blut gebraucht wird, ein Fehler. Wird die 
Bindungskurve zur Berechnung der p, benutzt, speziell aber nach der 
Methode von Haggard und Henderson (7), wo der Kohlenséuredruck aus 
der Gesamtkohlensiure und aus der Bindungskurve ermittelt wird, so 
kénnen dadurch ganz falsche Werte entstehen, so da8 zu solchen Berech- 
nungen unbedingt eine auf den Himoglobingehalt und Oxygensattigung 
des venésen Blutes bezogene Korrektur notwendig wird. 
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Alle die bisher erwahnten Befunde sind an defibriniertem Blute ermittelt 
worden; um so beachtenswerter muB es also erscheinen, daB Haggard und 
Henderson (7) bei Benutzung von Ozalatblut keinen Unterschied zwischen 
Bindungsvermégen des oxygenisierten und reduzierten Blutes finden 
konnten. [Bekanntlich hat Oxalat in den benutzten Konzentrationen 
keinen Einflu8 auf das Bindungsvermégen und p,, des Blutes. Corral (9), 
van Slyke und Cullen (10), Peters, Barr und Rule (6).] Haggard und Hen- 
derson haben in drei Fallen das Oxalatblut mit C O,-Gemischen von derselben 
CO,-Spannung ins Gleichgewicht gebracht, die das eine Mal jedoch mit 
Luft, das andere Mal aber mit reinem N, bzw. H, verdiinnt wurden. Sie 
konnten dabei im Bindungsvermégen der verschieden vorbehandelten 
(oxygenisierten bzw. reduzierten) Blutproben keinen Unterschied finden. 
Derselbe Versuch, jedoch mit defibriniertem Blute, ergab dagegen den 
bekannten Unterschied. 

Diese Verschiedenheit im Verhalten des defibrinierten und des 
Oxalatblutes konnte zwar von Joffe und Poulton (11), sowie — aller- 
dings auf indirektem Wege — von Peters, Barr und Rule (6) nicht be- 
statigt werden, doch haben wir uns bei der Wichtigkeit der Frage 
auch unsererseits veranlaBt gefiihlt, diesen Befund nachzupriifen, und 
um so mehr, weil auch wir bei unserer kiirzlich mitgeteilten kolori- 
metrischen Methode zur Bestimmung der Wasserstoffzahl des Blutes (12) 
mit Oxalatblut, und zwar mit oxygenisiertem Venenblut arbeiten, 
und weil wir eben durch die von uns angegebene einfache und genaue 
Technik in der Lage sind, diese Frage ohne besondere Mithe und an 
einer gréBeren Zahl von Fallen, als dies bisher insgesamt geschah, zu 
untersuchen. 

Bei unserem Verfahren wird das frisch entnommene Venenblut 
zu allererst mit CO,-freier physiologischer NaCl + Na-Oxalatlésung 
verdiinnt (1:10). Um oxygenisierte und reduzierte Portionen desselben 
Blutes untersuchen zu kénnen, haben wir die zur Verdiinnung der 
verschiedenen Blutportionen benutzten Lésungen das eine Mal durch 
Durchstrémen mit reinem O,, das andere Mal mit reinem N, bzw. Hg, 
von ihrem Kohlensiuregehalt befreit ; die mit N, bzw. H, durchstrémte 
Verdiinnungsflissigkeit ist durch diese Manipulation oxygenfrei ge- 
worden, wahrend der mit O, durchstrémte Teil mit O, gesattigt wurde. 

Durch zehnfache Verdiinnung mit einer mit O, gesattigten Lésung 
wird das venése Blut jedenfalls vollstindig oxygenisiert, da die durch 
die Verdiinnung zugefiihrte O,-Menge etwa 27 Vol.-Proz. — bezogen 
auf das Blutvolumen — betraigt (Absorptionskoeffizient von O, bei 
Zimmertemperatur = 0,03, O,-Gehalt der gesattigten Lésung = 3 Proz., 
9.3 = 27). 

Dagegen ist die Reduktion, die das venése Blut durch zehnfache 
Verdiinnung mit O,-freier Lésung erfahrt, ziemlich unbedeutend (1 bis 
2 Vol.-Proz.), da nur etwa 4/59 Teil des O, im Blute physikalisch gelést 
ist. Die von uns untersuchten Blutproben entsprechen also in ihrem 
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O,-Gehalt dem arteriellen bzw. (mit einer kleinen Korrektur) dem 
vendsen Blute. 

Wir haben auf diese Weise die Blut-pg von 16 Menschen unter- 
sucht, die in den uns interessierenden Punkten fiir normal gelten kénnen. 
Wir haben immer mit drei Kontrollen gearbeitet, die untereinander 
bis auf 5 Proz. iibereinstimmten. 


Tabelle I. 
Blut-py bei 18°C. 





O» Np Hy 
Sime morbo ..... 7,52 7,55 — 
ent ok site 7,50 pit 7,535 
Uleus duodeni. .... 7,53 os 7,56 
Neurasthenia ..... 7,525 7,56 7,575 
Arteriosclerosis ... . 7,60 7,63 7,63 
. PP ie ier 7,535 7,59 7,58 
Sine morbo ...... 7,55 7,60 7,605 
Uleus duodeni..... 7,59 7,64 7,63 
Hyperaciditas ..... 7,58 7,61 — 
Gane tne as 7,59 7,63 —- 
Bet Ph peng) Naty 7,54 7,59 — 
Syl UR 7,54 7,58 
CMM ea 7,51 7,57 — 
Cm ee ee 7,50 7,53 — 
Cat. apicis. . ..... 7,56 7,61 — 
MG MORRO gies: 7,51 7,56 — 


Wir haben also, im Gegensatz zu Haggard und Henderson, gefunden, 
daB auch oxygenisiertes Oxalathlut saurer ist als reduziertes Oxalatblut. 
Der Unterschied wechselt von py 0,03 bis p,, 0,06, im Durchschnitt 
betrdgt er py 0,043. 

Die bisherigen Unterschiedswerte in der Literatur beziehen sich 
meistens auf arterielles und (fast) vollstdéndig reduziertes Blut. Hassel- 
balch (3), der defibriniertes Blut bei einem O,-Drucke von 139mm 
bzw. 38mm (entsprechend dem arteriellen und venésen Blute), bei 
einem CQO,-Drucke von 40 mm untersucht hat, fand einen Unterschied 
von py 0,02. 

Unsere Unterschiedswerte fiir die Reaktion von oxygenisiertem 
(arterialisiertem) und reduziertem (venésem) Blute sind also héher 
als die bisherigen in der Literatur. Diese Verschiedenheit ist wohl 
damit zu erklaren, daB wir erstens bei Zimmertemperatur gearbeitet 
haben, vielmehr aber noch dadurch, daB wir die verschiedenen Blut- 
portionen nicht bei demselben CO,-Drucke, sondern bei demselben 
CO,-Gehalt (die Verdiinnung des Blutes geschah in geschlossenen 
Réhren ohne Gasraum!) untersucht haben. 

Die fiir unsere Originalmethode zur Bestimmung der Blut-pg 
mittels Indikatoren bei Verdiinnung des Blutes mit oxygenisierter 
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Lésung anzuwendende Korrektur ergibt sich aus unseren Unter- 
suchungen auf p,; 0,04. Diese Korrektur muB zu den erhaltenen Werten 
addiert werden. Benutzt man zur Verdiinnung des Blutes eine O,-freie 
Lésung — was uns aus technischen Griinden leider nicht standig 
méglich ist —, so ist die Anwendung einer Korrektur iiberfliissig. 


Zusammenfassung. 


Vendéses Oxalatblut wird durch Arterialisation bei unveriaindertem 
Gesamtkohlensiuregehalt im Durchschnitt um py 0,04 saurer. 


Literatur. 
1) Hasselbalch und Lundsgard, diese Zeitschr. 38. — 2) Henderson, 
Journ. of biol. Chem. 41. — 3) Hasselbalch, diese Zeitschr. 78. — 


4) Christiansen, Douglas und Haldane, Journ. of Phys. 48. — 5) Parsons, 
ebendaselbst 51 und 53. — 6) Peters, Barr und Rule, Journ. of biol. Chem. 
45. — 7) Haggard und Henderson, ebendaselbst 39. — 8) Dieselben, eben- 
daselbst 45. — 9) Corral, diese Zeitschr. 72. — 10) van Slyke und Cullen, 
Journ. of biol. Chem. 30. — 11) Joffe und Poulton, Journ. of Phys. 54. — 
12) Holl6 und Weiss, diese Zeitschr. 144, 87, 1924. 




















Uber den Abbau der Starke durch Salze. 


Von 
W. S. Ijin. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 11. Dezember 1923.) 


Die Versuche, welche der vorliegenden Arbeit zugrunde liegen, 
sind bereits in RuBland im Jahre 1920 in der Ekaterinoslawer landwirt- 
schaftlichen Distriktsversuchsstation angestellt worden, konnten aber 
wegen der damals in RuBland herrschenden Verhiltnisse nicht ver- 
éffentlicht werden. In meiner in dieser Zeitschrift 132, 1922, erschie- 
nenen Arbeit iiber die Wirkung der Salze beim Abbau der Starke in 
den Pflanzen wies ich auf den Umstand hin, daB die Salze fahig waren, 
in vitro bei vélligem Fehlen von Enzymen die Starke zu hydrolysieren ; 
der Abbau erfolgt auf demselben Wege wie bei Einwirkung des Enzyms, 
d. h. wir erhalten Dextrine, die violette und rote Jodreaktionen ergeben. 
An der Lésung dieses Problems arbeiten gegenwartig W. Biedermann 
und H.Haehn, deren Arbeiten in dieser Zeitschrift 135, 1923, ver- 
6ffentlicht worden sind. 

Ersterer benutzte zu seinen Versuchen vorwiegend reine Salze, 
der zweite hauptsichlich Salzmischungen. Ich arbeitete ausschlieBlich 
mit reinen Salzen. 

Fir meine Experimente kam hauptsichlich reine, unverarbeitete 
Kartoffelstirke oder sogenanntes ,,Amylum solubile“ von Kahlbaum 
zur Anwendung. In beiden Fallen wurden geringe Quanten Starke 
abgewogen, mit Wasser verrihrt, gekocht und filtriert. Fir jeden 
Versuch wurde die Lésung frisch hergestellt. 

Die Hydrolyse gelang nur in dem Falle, wenn die Konzentration 
der Starkelésung eine geringe war. Daher wandte ich nur verdiinnte 
Lésungen an, die eine rein blaue Farbung bei der Jodprobe ergaben. 
Die Starkelésung wurde in gleichen Mengen in Reagenzglaser gefiillt, 
denen vorerst durchgekochte Salzlésung in verschiedener Konzen- 
tration zugesetzt wurde; dann wurde sorgfaltig durchgemischt. Die 
Reagenzgliser wurden bei Zimmertemperatur, die in SiidruBland 
ziemlich hoch ist, etwa 25°, zuweilen auch dariiber, belassen. Fir die 
Jodprobe wurde ein bestimmtes Quantum der Lésung den Reagenz- 
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glasern entnommen. Bei einigen Versuchen wurden die Proben periodisch 
entnommen. 

Im ganzen wurden etwa 15 Versuchsreihen angestellt, von denen 
ich im folgenden einige, und zwar die charakteristischsten, anfiihren will. 

In einem Falle wurde eine schwache Stirkelésung, die aber noch 
eine vollkommen deutliche Jodreaktion aufwies, genommen und ihr 
verschiedene Mengen NaCl zugesetzt. Im Laufe von 72 Stunden wurden 
finfmal Proben entnommen. In Tabelle I sind die Intensititen der 
Jodreaktion, die bei verschiedener Konzentration und zu verschiedener 
Zeit erhalten wurden, angefiihrt. Bei Abwesenheit von Chlornatrium 
blieb die Konzentration wihrend der ganzen Zeit unverandert. Die 
Salze aber fiihrten Lésung der Starke herbei. Am energischsten wirkte 
die schwachste Lésung von m/500, bei wachsender Konzentration ver- 
langsamte sich der Abbau und hérte bei hoher (m/60) vollkommen auf. 


Tabelle I. 
NaCl, || _ Stairkegehalt 
normale = ||_______. ; as 
Lésungen || nach 12Std. | nach 24Std. | nach 36Std. | mach 48Std. | nach 72 Std. 








| waa > waa oT eae viel | viel 
0,05 | = Spuren |_ kein kein kein 
0,1 i wenig | Spuren a 
0,2 . viel ‘ x . 
04 | x viel wenig | wenig 
06 | 5 : m viel viel 
1,0 i} ” ” | ” | ” i ” 


In einem anderen Falle wurde eine Starkelésung von verhaltnis- 
maBig hoher (0,5proz.) Konzentration genommen, die Hydrolyse nahm 
eine geraume Zeit in Anspruch. Die Reagenzgliser standen im Wasser- 
bade bei 45°C. In der Tabelle II sind die Resultate der Jodreaktion 
zusammengestellt. Wir sehen, daB der Abbau der Starke bei Einwirkung 
der Salze unter Bildung derselben Zwischenprodukte vor sich geht wie bei 
der Wirkung der Diastase und Sauren, d. h. wegen der Bildung von 
Dextrinen geht die blaue Farbung allmiahlich ins Violette und Rote 
tiber. Ein UberschuB des Salzes verlangsamte, ja brachte den Abbau 
auch bei diesem Versuch sogar zu volligem Stillstand. 





NaCl, | Jodreaktion 
normale || hea ia Sete eee 
Lésungen nach 24 Std. | nach 36 Std. | nach 68 Std. 








0,0 | blau blau blau 
0,025 | - | violett 
0,05 j|jblau-violett  violett rot 
0,1 blau blau i 
0,2 violett 


b ” ” 


0,4 \. s blau 
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Weiter wurden noch schwachere Losungen von NaCl angewandt, 
und auch die Konzentration der Starke von 0,02 bis 0,1 Proz. variiert 
(Tabelle III). Bei geringem Starkegehalt konnte schon bei der ersten 
Probe nach 12 Stunden keine Starke mehr nachgewiesen werden. 
Das Salz verhielt sich aktiv in iberaus verdiinnten Lésungen (m/50000), 
einige Hundertstel eines Mols hemmten schon den Abbau. 





Tabelle III. 

NaCl, ode Starkegehalt und Jodreaktion | ae Starkegehalt und Jodreaktion 
PARES: gehalt |, gehalt 
ai ag nach 12 Std. | nach 27 Std, ping nach 12Std. | nach 27 Std. 

roz. || _ , _||_ Proz gaat 
0,0 | 0,02 | viel (blau) | viel (blau) |) 0,05 | viel (blau) | viel (blau) 
0,0005 | 0,02 wenig(blau)| wenig(blau))) 0,05 | _ wenig Spuren 
0,001 | 0,02 kein §——ikein’~—sC|,:«0,05 | viel (violett) i 
0,005 || 0,02 i. ‘ 0,05), % a 
0.01 ! 0,02 a ” 0,05 ” ” ” 
0,05 0,02 . 0,05 || , a wonig 
0,1 0,02 Spuren Spuren | 005 , = 4 
0,5 0,02 | viel (violett) ‘ 0,05 || , > " 
0,0 | 0,03 viel (blau) | viel (blau) || 0,1 viel (blau) | viel (blau) 
0,0005 || 0,03 wenig Spuren | 0,1 | viel(violett); wenig 
0,001 0,03 : 01 | » - - 
0,005 | 0,03 s ras. a. : s 
0,01 | 0,03 ; é | 0,1 * “ " 
0,05 | 0,03 ss ‘ 0,1 | viel (blau) | viel (blau) 
0,1 0,03 7 ” 0,1 ” ” ” ” 
05 0,03 | viel (violett) | 2 0,1 * e ‘. 7 


Fir Lithiumsalze konnten dieselben Eigenschaften, die Starke zu 
hydrolysieren, wie fiir das Natrium festgestellt werden, wie es aus 
Tabelle IV ersichtlich ist, in der die Resultate der Versuche mit diesem 
Salze zusammengestellt sind. 


Tabelle IV. 











Lic, | Jodreaktion 
normale I i : Sa ieidnti lite dine de " 
Lésungen | nach 4 Std. | nach 8 Std. | nach 22 Std. | nach 34 Std. nach 56 Std. 
= = = — — 1 a aa = — nor nna — — ~ = — ————— = 
| 


00 ||  biau blan | blau | blau blau 


0,025 || rot Rein | kein | kein kein 
0,05 || blau rot “ | a 

0,1 . violett | rot-violett ‘ i 

0,2 ms blau violett rot-violett | 

0,4 z “A i 2 | rot-violett 


Starkegehalt = 0,025 Proz. (anfangs). 


Schon nach 4 Stunden war in einer schwachen LiCl-Lésung die 
Starke fast vollkommen abgebaut. Konzentrierte Lésungen erwiesen 
sich auch fiir dieses Salz wenig oder gar nicht aktiv. 
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Aus Tabelle V ersehen wir, da8 auch dem Calcium diese Fahigkeit 
eigen ist. Eine sehr schwache Lésung von m/10000 CaCl, zersetzte 
die Starke nicht, m/50000 bis m/1000 erwiesen sich am aktivsten, in 
stark konzentrierten Lésungen blieb auch hier der Abbau der Starke aus. 


Tabelle V. 





Starkegehalt Ca Cl, Starkegebalt 
Proz. normale nach 
anfangs Lésungen 34 Std. 


0,01 0,0 viel 
0,02 0,0 ‘: 
0,02 0,0001 ” 
0,02 0,0005 kein 
0,02 0,001 . 
0,02 0,005 Spuren 
0,02 0,01 viel 
0,02 0,05 » 
0,02 9,1 


Ahnliche Eigenschaften wurden auch fiir KCl, MgCl, und BaCl, _ 
nachgewiesen. 
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Beitrag zum Stickstoff- und Mineralstoffwechsel 
bei der Avitaminose. 


Von 
Nobumoto Hirabayashi (Tokio). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Dezember 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die besondere Beziehung der Vitamine und vor allem des Faktors A 
zu den Wachstumsphinomenen machen es verstandlich, dab die Jugend 
durch eine vitaminarme Ernahrung mehr gefahrdet ist als das Alter. 
So lassen sich im Experiment auch gerade bei heranwachsenden Tieren 
die Avitaminoseerscheinungen besonders gut studieren; hier treten die 
Wachstumshemmung und jene der Rachitis ahnlichen Knochenverande- 
rungen besonders anschaulich zutage. Der K6rpergewichtssturz und 
die ganzen Verainderungen im Stickstoffstoffwechsel treten bei jungen 
Tieren, wie Yoshiue (1), ankniipfend an die Beobachtungen in Japan, 
daB jugendliche Personen leichter an Beriberi erkranken als alte, in 
unserem Laboratorium neuerdings feststellte, viel prompter auf als 
bei alten Tieren derselben Art. 

Da nun bei alteren Tieren Stoffwechselversuche, die sich iiber die 
ganze Krankheitszeit bei vitaminfreier Ernahrung erstrecken, kaum 
vorliegen — denn auch der Hund in dem T'sujischen Versuch (2) war 
ein zwar ausgewachsenes, aber doch jiingeres Tier —, und da ferner 
dieser T'sujische Hund zudem gleichzeitig zellsalzarm ernihrt worden 
war, habe ich bei einem alteren, ausgewachsenen Tiere einen derartigen 
Stoffwechselversuch gemacht unter Zulage aller Salze zur Nahrung 
und bei einer Fiitterung mit einem etwas reichlicheren Kaloriengehalt 
der Nahrung, als er zur Erhaltung des Kérpergewichtsgleichgewichts 
erforderlich gewesen wire (84 Cal anstatt 64 Cal pro Kilogramm). 

Um einen tieferen Einblick in alle méglichen Variationen zu er- 
halten, die sich bei der avitaminésen Stoffwechselstérung einstellen 
kénnen, ist es itiberhaupt erforderlich, ein méglichst vielseitiges 
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kasuistisches Material beizubringen. Denn genau so wie die Avita- 
minose beim Menschen in verschiedenen klinischen Krankheitsbildern 
verlauft, ist es auch bei dem Tiere der Fall: bald herrschen die nervésen 
Erscheinungen, bald die kardialen, bald die 6dematésen Erscheinungen, 
bald die Magen-Darmstérungen und die skorbutischen Symptome 
mehr vor, bald steht im Vordergrunde die allgemeine Ernahrungs- 
stérung und die Abnahme des Kérpergewichtes. 

Der Hund, tiber den ich in meiner vorliegenden Arbeit berichten 
will, zeigte im Krankheitsverlauf die Besonderheit, daB er bis zum 
42. Tage der Krankheit keinen wesentlichen K6érpergewichtsverlust er- 
kennen lieB, daB er aber vom 43. Tage der vitaminfreien Ernahrung an 
Erscheinungen seitens des Digestionstraktus aufwies, die in einer in 
Unterbrechungen auftretenden, partiellen Nahrungsverweigerung und 
gelegentlichem Erbrechen bestanden. Kurz vor dem Tode war das 
Erbrechen, und waren die Stiihle stark blutig, und bei der Sektion nach 
dem am 102. Tage der vitaminfreien Ernahrung spontan erfolgten Tode 
fanden sich Blutungen in der Magen- und Darmschleimhaut ohne 
nachweisbare Geschwiirsbildungen. Es handelt sich also um einen 
Hund, der bis zum 42. Tage der vitaminfreien Ernahrung quantitativ 
seine zugemessene Nahrung taglich auffra8, dann aber an gastrischen 
Erscheinungen, schlieBlich auch an Darmstérungen erkrankte, die sich 
als Folgen einer skorbutischen Affektion darstellten. Bei diesem Hunde 
war also in der Krankheitsperiode vom 42. Tage der avitaminésen 
Ernahrung bis zum Tode die avitaminése Stérung kompliziert durch 
die Erscheinungen einfacher Inanition, die durch die in Intervallen 
auftretende Nahrungsverweigerung erzeugt wurde. 

Wir miissen daher bei der Betrachtung des Stoffwechselversuches 
an diesem Tiere drei Perioden unterscheiden: 1. die Vorperiode, in der das 
Tier vitaminhaltiges Futter bekam, 2. die Hauptperiode, in der es vitamin- 
freies Futter erhielt, und diese Hauptperiode zerfallt wieder in zwei Ab- 
schnitte, naimlich einem Abschnitt 2a, die Zeit der reinen Avitaminose, 
in der das Tier seine Nahrung quantitativ auffraB und keinerlei gastro- 
intestinale St6rungen erkennen lie}, und einem Abschnitt 2b, die Zeit 
der skorbutischen Erkrankung, in der die gastro-intestinalen Stérungen 
klinisch nachweisbar waren, und in der das Bild der Avitaminose durch 
echte Inanition zeitweise mehr oder weniger getriibt war. 


Periode I. 


In der Vorperiode (6 Tage) befand sich der Hund im Zustande einer 
leichten K6rpergewichtszunahme (8100 bis 8200 g), und in einer schwach 
positiven N-Bilanz (durchschnittlicher Tageswert + 0,43 g). Vor dieser hier 
verzeichneten Vorperiode war der Hund bereits 14 Tage im Versuch, um 
ihn allméhlich in den annihernden Gleichgewichtszustand durch die Re- 
gulierung der Nahrungszufuhr zu bringen. Der Hund wurde etwas iiberreich 
mit N gefiittert und hatte auch den hohen Wert von 84 Cal pro Kilo Kérper- 
gewicht in seiner Nahrung. 
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Periode Ila. 


Mit Beginn der vitaminfreien Ernahrung setzte eine sehr geringfiigige 
Korpergewichtsabnahme ein, die bis zum 18. Tage der vitaminfreien Er- 
nihrung anhielt, aber im ganzen nur etwa 100g betrug. Alsdann erfolgte 
eine deutliche Kérpergewichtszunahme von etwa 350g im ganzen, bis 
zum 42. Tage der vitaminfreien Ernaihrung. Nunmehr kam es mit den 
auftretenden gastrischen Erscheinungen zu einem rapiden Gewichtsabfall. 

Wihrend der geringfiigigen Korpergewichtsabnahme in den ersten 
18 Tagen der Avitaminose wurde die N-Bilanz mit einer voriibergehenden 
Unterbrechung stirker positiv und erreichte am 30. Tage mit + 2,70g N 
pro Tag ihren héchsten Wert. Die in dieser Zeit der Avitaminose gewéhnlich 
langsam einschmelzenden Kohlehydrat- und Fettbestiinde des Kérpers 
sind bei der abundanten EiweiBernahrung dieses Tieres offenbar zum Teil 
durch EiweiB8 ersetzt worden oder nicht in entsprechendem Umfange 
eingeschmolzen worden, oder ihr Verlust ist durch EiweiBansatz iiber- 
kompensiert worden, worauf die Steigung der N-Retention und die Kérper- 
gewichtszunahme hinweisen. In den folgenden 6 Tagen ging diese positive 
N-Bilanz rapide zuriick auf + 1,17 g N, obgleich das Kérpergewicht noch 
weiter anstieg, dann senkte sich die N-Bilanz auf + 0,80 g bei unveriindertem 
K6rpergewicht. Erst jetzt wurde mit dem Eintritt der gastrischen Stérungen 
die N-Bilanz bei sinkendem Kérpergewicht negativ. 

Es kiindigte sich also die Verschlimmerung der avitaminésen Stérung, 
némlich die gastrischen Erscheinungen, schon vor dem Ausbruch dieser 
klinischen Symptome in einer briisken Abnahme der positiven N-Bilanz an, 
ohne da8 das Kérpergewicht dadurch zunachst ungiinstig beeinflu8t wurde. 
Das ist natiirlich nur méglich bei so reichlicher Ernaihrung, wie sie dieser 
Hund erhielt. 


Periode IIb. 


In diesem Abschnitt der avitaminésen Periode, der vom 43. Tage 
bis zum Tage des spontan erfolgenden Todes, nimlich zum 102. Tage 
reichte, geht der Verlauf der Gewichtskurve und der Kurve der Stickstoff- 
bilanz konform mit dem Umfang der Stérung bei der Nahrungseufnahme. 
Trotz abfallenden Kérpergewichtes kommen aber auch hier noch Zeiten 
einer stirkeren N-Retention vor; nach einer voriibergehenden besonders 
intensiven Verschlechterung der Nahrungsaufnahme mit stirkerem Ge- 
wichtsabfall kann mit der Besserung der Ernaihrung wohl auch eine vor- 
iibergehende Gewichtszunahme eintreten, aber wahrend dieser oder bei 
einem Stillstand derselben kann doch die N -Bilanz wieder sich derNegativitat 
nihern, und es kommt sogar in der Woche vor dem Tode des Tieres trotz 
stark abfallenden Kérpergewichtes bei relativ guter Nahrungszufuhr zu 
einer starken Stickstoffretention, wie das auch 7'suji (2) in seinem Versuche 
gesehen hat. 

Aus diesen Beobachtungen ergibt sich, daB bei der mit echtem Hunger 
komplizierten Avitaminose der Verlauf der Stickstoffbilanzkurve auBer- 
ordentlich unregelmaBig wird, da® diese Kurve aber weitgehend unab- 
haingig von der Kérpergewichtskurve verliuft, daB es insbesondere trotz 
sinkenden Kérpergewichtes zu Stickstoffretentionen kommen kann. 

Da nun auch der T'sujische Hund, der wihrend der ganzen Zeit des 
Versuchs sein avitaminéses Futter quantitativ auffra8, und der progressiv 
ganz gleichmaBig an Kérpergewicht abnahm, in der Zeit der starksten 
Ausbildung der Avitaminose eine sehr betrachtliche N-Retention erkennen 
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ieB, nachdem vorher die N-Bilanz stark negativ geworden war, geht aus 
dieser Beobachtung wie auch aus der meinigen hervor, daB die N-Aus- 
scheidungskurve keineswegs immer in direkter Beziehung zu den Ver- 
anderungen des Kérpergewichtes steht, daB also die Kérpergewichtsabnahme 
und auch die voriibergehenden K6érpergewichtszunahmen bei der Avita- 
minose nicht immer notwendig auch ihren Ausdruck in der GréBe der 
N-Ausscheidung finden miissen. Die Kérpergewichtsabnahme wird ja 
neben dem Protoplasmaschwund vor allem noch durch den Fettschwund 
bestimmt, wie Asada (3) nachwies. Es braucht aber auch eine N-Retention 
bei der Avitaminose keineswegs eine Verminderung des Protoplasmazerfalls 
oder gar einen EiweiBansatz zu bedeuten. Es kann bei dieser Krankheit 
auch ohne diese beiden Phiainomene zu einer Retention von Stickstoff 
im Blute kommen. In der Tat haben nun Collazo (4) an Hunden und Meer- 
schweinchen und Alpern (5) an Tauben gefunden, da8 der Reststickstoff 
des Blutes bei vitaminfrei ernahrten Tieren mit gewissen Schwankungen 
im Verlauf der Krankheit ziemlich stark ansteigt und daB gerade bei Tauben 
mit diesem Anstieg des gesamten Reststickstoffs speziell auch eine Ver- 
mehrung des Aminosaurestickstoffs im Blute einhergeht. Es finden demnach 
bei der Avitaminose genau wie im Zustande des echten Hungers Stérungen 
im intermediiren N-Stoffwechsel statt, die darauf beruhen, da8 das Blut 
nicht in normaler Weise von N-Schlacken befreit wird. Diese N-Retention 
im Blute muB8 sich aber auch in der gesamten N-Bilanz ausdriicken, es 
mu8 ein staérkerer Anstieg des Rest-N im Blute zu einer starker positiven 
Gesamt-N -Bilanz fiihren. Darum zeigt bei der Avitaminose genau wie im 
Hunger die Gesamt-N-Bilanz nicht ohne weiteres die jeweils vorhandene 
Stérung im zelluliren EiweiBstoffwechsel an. Es kann sich bei der Avita- 
minose das Protoplasma genau wie im echten Hungerzustand fortschreitend 
zersetzen, Ohne daB dieser ZersetzungsprozeB in einer progressiv dem 
ZersetzungsprozeB immer mehr negativ werdenden Gesamt-N-Bilanz zum 
Ausdruck kommt. Es kommt also bei der Avitaminose zu einer mit ge- 
legentlichen Remissionen verbundenen progressiven Stauung von Rest- 
stickstoff im Blute. Diese Vermehrung des Reststickstoffs kann bei der 
Avitaminose genau wie beim Hunger von vermehrtem Zerfallsmaterial des 
Protoplasmas herriihren, aber auBerdem auch bei der Avitaminose auf 
noch nicht assimiliertem Nahrungsstickstoff beruhen, wofern bei der 
Avitaminose die Regeneration der Aminosaéuren der Nahrung zu Eiweif 
in der Darmwand notleiden, oder die Aufnahme resorbierter Aminosiuren 
durch die Kérperzellen verzégert sein sollte, was vielleicht moglich ist. 

Da nun, wie ich schon sagte, diese Rest-N-Vermehrung im Blute 
ebensowohl bei der Avitaminose, wie auch beim echten Hunger vorkommt, 
miissen bei meinem Hunde in der Periode IIb diese beiden Ursachen 
(Hunger und Avitaminose) fiir die Rest-N-Vermehrung im Blute gleich- 
sinnig zusammengewirkt haben. 

Angesichts dieser Tatsachen muS man sich nun die Frage vorlegen, 
warum bei der Avitaminose und auch im Hungerzustande das Blut nicht 
von jenen Stickstoffverbindungen, die den Rest-N ausmachen und die beim 
Hunger nur Protoplasmazerfallsprodukte sein kénnen, befreit wird. Ent- 
weder kénnte eine pathologische Niereninsuffizienz vorliegen, oder diese 
Stickstoffverbindungen kénnten keine harnfahigen Substanzen sein und 
die Bildung der harnfihigen Substanzen aus jenen Verbindungen kénnte 
gestért sein. Diese Fragen bediirfen einer weiteren Untersuchung; eine 
Antwort 1la8t sich heute kaum geben. 
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Aus meinen Beobachtungen geht demnach in Verbindung mit den 
Befunden von Alpern und Collazo hervor, daB die Avitaminose in weit- 
gehendem MaBe gleichsinnig auf den gesamten N-Umsatz einwirkt, wie die 
echte Inanition infolge mangelhafter oder fehlender Nahrungsaufnahme. 

Nach den Beobachtungen am Hunde und auch am Menschen (vgl. 
v. Noorden, Pathol. d. Stoffwechsels 1, 313, IITA) zeigt aber die Stickstoff- 
ausscheidung beim echten Hunger eine kontinuierliche abfallende Kurve. 
Nur in den ersten Tagen und dann kurz vor dem Tode ist die N-Ausscheidung 
stirker gesteigert als in der mittleren Periode, in der der EiweiSumsatz 
zwar fortschreitet, aber doch auf ein Minimum eingeschrankt wird, und 
die Kurve einen sehr gleichmaBigen, langsam sinkenden Verlauf hat. Bei 
der Avitaminose dagegen braucht die Stickstoffausscheidung keine kon- 
tinuierlich abfallende Linie zu sein, sondern zeigt gelegentlich und gerade 
in der pramortalen Periode Zacken nach der positiven Seite trotz fort- 
schreitender Krankheit und K6érpergewichtsabnahme. 

Beim echten Hunger kann angesichts dieser Tatsachen die Rest-N- 
Stauung im Blute héchstens zu einer Verminderung der N-Ausscheidung 
durch den Harn bei fortschreitend negativer Bilanz fiihren. Da aber bei 
der Avitaminose die negative Bilanz in die positive umschlagen oder eine 
positive Bilanz starker positiv werden kann, mu hier entweder die Rest-N - 
Stauung im Blute primar zeitweise hochgradig verstiirkt werden kénnen, 
oder es miissen sich voriibergehend akute Insuffizienzen in den Exkretions- 
organen einstellen. In den ersten Stadien der Avitaminose kann es wohl 
auch noch zu Stickstoffansatz kommen, wie die Wachstumsbeobachtungen 
bei jungen Tieren und meine Beobachtungen es zeigen, aber es ist durchaus 
unwahrscheinlich, daB gerade im letzten Stadium der Avitaminose es auf 
einmal zeitweise wieder zu verstarktem Stickstoffansatz, also zur Eiwei®B- 
mast kommen sollte. 

Man muB also bei der Beurteilung der N-Bilanzkurve immer an die 
Méglichkeit denken, daB die Kurve nicht in jeder Phase die GréBe der 
N-Zersetzung oder des N-Ansatzes unmittelbar zum Ausdruck bringt. 
DaB sie das im groBen und ganzen und besonders auch in den ersten Stadien 
der Krankheit tut, wird natiirlich darum nicht bestritten. 


Zusammenfassung. 


1. Im Beginn der Avitaminose kann beim Alteren Hunde und bei 
reichlicher Ernihrung das K6érpergewicht mehrere Wochen bei kleinen 
Schwankungen auf normaler Héhe bleiben oder sogar etwas zunehmen 
bei zunehmender N-Retention. 

Trotz ansteigenden Kérpergewichtes kann aber die Stickstoff- 
ausscheidung in dieser Zeit auch schon zuzunehmen beginnen. 

2. Treten im weiteren Verlauf der Avitaminose Symptome einer 
Stérung der Magen-Darmfunktion auf, so verbinden sich die Avita- 
minoseerscheinungen mit den Erscheinungen echten Hungers. Diese 
sekundare avitaminése Erkrankung des Magen-Darmtraktus beherrscht 
dann in erster Linie den Verlauf des Kérpergewichtes und der Stick- 
stoffausscheidung. 

3. Gegen Ende der Krankheit kann sich bei der Avitaminose, 
einerlei, ob sie mit mangelhafter Nahrungsaufnahme verbunden ist 
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oder nicht, bei sinkendem Korpergewicht voriibergehende Stickstoff- 
retention einstellen. 

4. Die Stickstoffausscheidungskurve zeigt bei der Avitaminose 
nicht immer unmittelbar die GréBe der Stickstoffzersetzung im Kérper 
an, da der Reststickstoff des Blutes sich progressiv bei dieser Krankheit 
vermehrt, und da auBerdem eine Insuffizienz in der Ausscheidung 
des umgesetzten Stickstoffs auftreten kann. 
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Ich habe nun ferner bei diesem Hunde den Mineralstoffwechsel 
in der Periode untersucht, in der Magen-Darmstérungen noch nicht 
vorhanden waren. In der spaten Periode habe ich nur gelegentlich 
die Mineralstoffausscheidung bestimmt. Meine Beobachtungen er- 
strecken sich auf das Calcium, Magnesium und den Phosphor. 


Phosphorstoffwechsel. 


Nach den Beobachtungen von Morinaka (6) und Yoshiue (7) andert 
sich der Phosphorgehalt des Kérpers bei der Avitaminose in erster Linie 
konform mit dem Weichteilschwunde, da das Skelett im Vergleich zu den 
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Weichteilen geringfiigigere EinbuBen erleidet. Da der Weichteilphoshor vor 
allem wieder im ZelleiweiB sitzt, muB also sein Schwund an den Schwund 
des EiweiBes und nicht an denjenigen der Fette und Kohlehydrate gebunden 
sein. Dabei wird jedoch das ZelleiweiB nicht prozentig phosphorarmer, 
sondern es nimmt nur der gesamte Phosphorgehalt des K6rpers in erster 
Linie entsprechend dem EiweiSbestande ab. Es kann also der avitaminése 
K6rper nur dann gréBere Mengen Phosphor ausscheiden, wenn er auch 
ZelleiweiB in gréBerem Umfange zersetzt.. Mit anderen Worten: je geringer 
die N-Zersetzung, um so geringer muB die P-Ausscheidung sein. 

Lawaczek (8) hat nun gefunden, daB der Gesamtphosphorgehalt der 
Skelettmuskulatur und des Herzens bei der Tauben-Beriberi auf das frische, 
bei der Avitaminose etwas wasserreichere Organ berechnet, vermindert 
ist, auf die Trockensubstanz bezogen, aber normal ist. Uber den Gesamt- 
phosphorgehalt des Blutes bei der Avitaminose liegen keine Beobachtungen 
vor. Die Lawaczeksche Feststellung stimmt also mit den Ergebnissen von 
Morinaka und Yoshiue iiberein. 

Da nun, wie ich oben ausfiihrte, bei der Avitaminose die GréBe der 
N-Zersetzung nicht ohne weiteres in der GréBe der N-Ausscheidung durch 
den Harn zur Anschauung zu kommen braucht, indem angesichts der Blut- 
reststickstoffvermehrung hier N-Retentionen ohne gleichzeitigen N-Ansatz 
méglich sind, braucht auch die Kurve der N-Ausscheidung im Harn nicht 
mit der Kurve der P-Ausscheidung durch den Harn ganz streng parallel 
zu gehen. 

An meinem Hunde sehen wir jedoch, daB in den ersten 42 Tagen der 
vitaminfreien Fiitterung in den Perioden am wenigsten P ausgeschieden 
wird, in denen die N-Retention am gréBten ist. Kleinere Schwankungen 
in der N-Retention gehen dagegen nicht immer parallel mit entsprechenden 
Schwankungen in der P-Kurve. Im Durchschnitt aber ist in dieser ganzen 
Zeit, in der es ja auch zur Kérpergewichtszunahme kommt, die Ausscheidung 
im Harn und Kot kleiner als in der Vorperiode bei normaler Ernéhrung. 

Nach alledem besteht also in diesen ersten Wochen der Avitaminose 
doch ein ungefaihrer Parallelismus zwischen der GréBe der N- und der 
GréBe der P-Ausscheidung, woraus geschlossen werden darf, da8 zwischen 
der Stickstoff- und Phosphorumsetzung auch ein inneres Abhiangigkeits- 
verhaltnis vorhanden ist. 


Kalk- und Magnesiumstoffwechsel. 


Die Kalk- und Magnesiumbilanzkurven verlaufen im groBen und ganzen 
unter sich parallel, d. h. in der Periode, in der die Kalkbilanz positiv wird, 
geschieht gleiches bei der Magnesiumkurve. Kleine Divergenzen sind 
natiirlich an verschiedenen Stellen vorhanden. Im Durchschnitt ist in der 
Periode Ifa, also in der Anfangsperiode der Avitaminose die Kalkaus- 
scheidung kaum merklich gesteigert, fast unverandert wie in der Vorperiode, 
die Magnesiumausscheidung nimmt sogar etwas ab. 

Wenn man nun die Kalk- und Magnesiumausscheidung mit der N-Aus- 
scheidung in Beziehung setzt, dann findet man, da8 mit der starken 
N-Retention zwischen dem 18. und 36. Versuchstage auch die Kalk- und 
Magnesiumausscheidung voriibergehend wesentlich abnehmen. 


Wenn wir nun den gesamten Mineralstoffwechsel bei diesem 
Hunde in der Vorperiode und in der ersten Zeit der avitaminésen 
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Fiitterung iiberblicken, so stellen wir fest, daB® sich das Tier schon in 
der Vorperiode in einer negativen P-, Ca- und Mg-Bilanz befand. In 
der ersten Zeit der vitaminfreien Periode werden alle diese Bilanzen 
mit dem zunehmenden Kérpergewicht und der zunehmenden N-Reten- 
tion weniger stark negativ und schlieBlich schwach positiv. Kurz 
bevor aber die N-Ausscheidung nunmehr im weiteren Verlauf der 
Krankheit ansteigt und erst recht wahrend der stark erhéhten Stickstoff- 
abgabe werden die P-, Ca- und Mg-Bilanzen in ziemlich briisker Weise 
stark negativ. Dann kommt die Periode, in der die gastrointestinale 
Erkrankung das Bild der reinen Avitaminose durch echte Inanitions- 
erscheinungen triibt. Es lehrt also dieser ganze Versuch fiir den Mineral- 
stoffwechsel bei der Avitaminose, daB die Ausscheidung von P, Ca 
und Mg im groBen und ganzen parallel geht mit der Intensitaét der 
avitaminésen Stérung im Eiweibstoffwechsel. Je weniger Protoplasma 
zerfallt, je geringer die N-Ausscheidung ist, um so besser wahrt auch 
der Kérper seinen Mineralstoffbestand. In fritheren Arbeiten aus dem 
hiesigen Laboratorium haben Miyadera (9), Yoshiue (10) und Hara- 
maki (11) gezeigt, daB der avitaminése Kérper Kalk und Eisen schlechter 
ansetzt als ein mit Vitamin ernahrter Organismus. Mein Versuch zeigt, 
da8 mit der Anderung des Eiweifstoffwechsels auch die Mineralstoff- 
ausscheidung sich bei der Avitaminose andert. Es wird also letzten 
Endes auch jede Stérung des Mineralstoffwechsels bei der Avitaminose 


nur eine Begleiterscheinung oder, genauer gesagt, eine Folgeerscheinung 
der Stérung im Stoffwechsel der organischen Substanz, speziell des 
Protoplasmas sein. 


Experimenteller Teil. 


Futter der Vorperiode. siiitii 


WeizeneiweiB!). . . ee eran wh 45g 
Reis, poliert und gewaschen. . ...... 7g 


Butter ... 
Frische Hefe. 
Salzgemisch . 
Aqua dest. 


20 g 


2g 
2,72 


. 900 cem 





Futter der Hauptperiode. pro Tag 


WeizeneiweiB, autoklavisiert bei 135° 3 Std.. 46¢ 
Reis, poliert und gewaschen. ....... 70g 
Schweineschmalz, ausgelassen ....... 20g 
CRUEL a Ce aie 5 Co ve ok so ee 
PGR on EU Seo acs kee 6 a 0 6 


Reis und Weizeneiwei8 wurden mit Wasser gekocht, dann wurden die 
iibrigen Bestandteile des Futters nach dem Erkalten zugesetzt. 


1) Das WeizeneiweiB wurde von der chemischen Fabrik Dr. Klopfer 
in Dresden-Leubnitz bezogen. 
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Zusammensetzung des Salzgemisches. 


Kochsalz 

Cale. phosphoricum. 
Mag. citricum . 
OT... 

Ferr. citricum . 
Jod. pur. . 

Kali jodat. 


Nahrungsanalyse. 


Vorperiode. Tagesration. 


45 g WeizeneiweiB. . 
70g Reis. . 
2g Hefe. . 
20g Butter. . Sear 
2,7 g Salzgemisch. . 
900 cem Aqua dest. 


Summe 


Salzanalyse: 


. 250g 
. 100g 
100 g 


. 6,3720 g 
. 0,9443 g 
. 0,1669 g 


7,4832 g 


AAD 


vA 


(Berechnung auf die sechstégige Futtermenge und auf das Atom.) 





Mg 

a 
270 g WeizeneiweiB ....... 0,0261 
IR ids hcl wl eicg se ae 0,0963 
ee ee en enn ae sia 0,0036 
fh. Sa eeBR Re ret cher ot opie 0,0134 
16,2g Salzgemisch ....... | 0.3363 


Hauptperiode. Tagesration. 


46 g WeizeneiweiB . . 
70g Reis. . : 
20g Schweineschmalz ; 
2,7 g Salzgemisch. 

900 cem Aqua dest. 


Summe . 


Salzanalyse: 


Ca 
» 


0,0292 
0,0330 
0,3156 
0,0117 
0,7535 
1,1430 


. 6,5136 g N 
. 0,9443 g N 


. 17,4579 g 


g 


0,4104 
0,7728 
08472 
C0282 
1,3374 


3.3960 


(Berechnung auf die sechstagige Futtermenge und auf das Atom.) 





Mg 

. & 
276g WeizeneiweiB ....... 0,0268 
a0 yr Rew ee Ee. entire age 0,0963 
120g Schweineschmalz. .... . 0,0036 
16,2g Salzgemisch ...... .| 0,3364_ 


‘Summe | 0,4631 i 


Ca 
a 


0,0296 


0,0330 
0,3156 


0, 7535 


1, 1318 


P2Os 
8 


0,4194 
0,7728 
0,8472 
1 3374 


3.3768 


Harn und Kot wurden in sechstaégigen Perioden ‘entieaanets und ana- 
lysiert. Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt. 
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Die Bestimmung von Caleium und Magnesium im Harn wurde nach 
der Vorschrift durchgefiihrt, die in Newberg (12), ,,Der Harn‘*, steht, und 
zwar wurde dabei Ca als CaO und Mg als Magnesiumpyrophosphat gravi- 
metrisch bestimmt. Die Phosphorséure im Harn wurde direkt mit Uran 
titrimetrisch bestimmt. 

Zur Bestimmung des Ca, Mg und der Phosphate (Thierjelder) (13) 
wurde der Kot trocken verascht, die Asche mit Salzsiiure extrahiert. Die 
Phosphate wurden nach Neumann (durch Fallung mit Ammonmolybdat) 
bestimmt, das Ca nach Fallung mit Ammonoxalat als CaO und das Magne- 
sium als Pyrophosphat. 


SchluB8betrachtung. 


Die Beobachtung, die ich an meinem Hunde machte und die 
besagt, daB bei einem etwa 8kg schweren ausgewachsenen Hunde 
42 Tage vitaminfreier Ernahrung vergehen kénnen, ohne daB das Tier 
eine EinbuBe an Kérpergewicht erleidet, ja sogar eine Zunahme an 
K6rpergewicht zeigt, und daB erst mit dem Eintritt von Stérungen 
in der Magen-Darmfunktion und der konsekutiven Stérung in der 
Aufnahme der Nahrung der Kérpergewichtsabfall einsetzt, stellt aufs 
neue die Frage zur Diskussion, ob die Koérpergewichtsabnahme tber- 
haupt ein primires avitaminéses Symptom ist, d. h. bedingt ist durch 
die Stérung des zellularen Stoffwechsels aller Koérperzellen, oder ob 
sie in dem Sinne ein sekundares avitaminéses Symptom darstellt, 
daB8 durch eine primare avitaminése Stérung der Darmepithelien die 
Resorption herabgesetzt wird, was dann zur Folge hatte, daB sich die 
Erscheinungen einer einfachen Inanition einstellen und sich dem 
primar-avitaminésen Symptomenkomplex beimischen. Ferner wirft 
mein Versuch aufs neue die Frage auf, in welchem Umfange nun bei 
der Avitaminose iiberhaupt der Stoffwechsel der organischen Substanz 
primar eine Stérung erleidet und wie diese Stérung gegen diejenigen 
Stérungen abgegrenzt ist, die die organische Substanz durch die ein- 
fache Inanition erfaihrt. Es sind zuniachst Versuche erforderlich, 
die uns einen noch genaueren AufschluB tiber die Darmresorption 
wahrend der Avitaminose geben, und zwar dann, wenn klinische Er- 
scheinungen einer Resorptionsstérung fehlen und wenn auch aus dem 
N-Gehalt des Kotes sich keine Resorptionsstérung ergibt, wie das 
bei dem Tsujischen Hunde der Fall war. 
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Tabelle J 
8 | OE Se Pe Fe s rm 
sd | 2 Fe) 9 28 esd 8) 88, z | 
E2¢/ & | Belg& Zoe lebeicsse zoe 32 22 | pe 
Eo? | ® EB? S21 eos |S" Siceos #53. ge == | ssciengen 
z7F | R REUSE ges Eseceke| sek Ee 38 
3 | S iSsPs See ise%S si fe | se) &4 
4. Il. 1922 Vorperiode. 
1 ||8100; — |340)} — | — mf ee di 
2 || 8200; — [5455 — | — —_ ip — — 
3 || 8200 — |270:; — _—_ — a -- os 
4 ||8300| — (3709 — —| — | — | — fonds 
5 8300 — |305) —- i — 
6 8200 8217/480) 6,7962 35,8 85 0,2582 7,0544| 7,4832 +- 0.4288 
Hauptperiode. 
1 (0008) — 1 fel me fe ee ae 
8 |8300) — 510 — — — ~—- — ~— 
1) 9 10800 — 20° — PK — 
30 1OR0O) << (BBO) ef ef ee ee fe sie 
11 | $200] — 369 — |;§—,; —, —~ | —~  — 
12 | 8200/8283 545, 6,4801/40,08) 0,3259) 6,8060, 7,4579) + 0,6519 
13 8200 — 1455 — —_-i— — — _ 
14/8200; — 4165 — |§ —!' — | — ) — — 
rr) 15 || 8200, — |195) — | —| — — — — 
i a oe ne eonnr oe ee ee on 
17 | 8270| — 580) —| — iets 
18 | / 8210) 8221, 220 5,9529 44,09 hesegu 6,2877 7,4579 + 1,1702 
22, IIT. 1922 || | 
19 | 8200) — \s20 —j|—-|-—-};—-)- a 
20 | 8270 Rey «gpa pn wang PP ae Sap Bik 
+8 pees RR +—~ ERCR  S nee geo Sil eee shi 
23 | 8200 515, — | 
24 | '$220)8227 400 6, 1530 45, 5,50) 0.4604 6,6224 7,4579| +- 0.8354 
25 (8220 — 0 —  —|'—|;— | — wn 
26 | 8450) — sso) — | —| — | — — — 
IV 27 | 8250; — 270) — —_-_ — — — _- 
28 | 8400] — 245 — —| — | —) — = 
29 || 8200, — (580 — 
30 | 5.9693. 16, 525) 0, 1552 6, 1245 7,4579 +- 1.3334 
oe ee ae ee ee 
32 || 8320| — 628) — —_|— — — 
34/8900 — 5048 — | —| — | — | — 
96 19980 — 400 — | — | — |) ei — _ 
36 | 8420 8358/320 4,4242/37,49 0,3310' 4.7552 7.4579 +- 2,7027 
9, IV. 1922 | 
37 ||8500' — 685 — —_-  — -— — — 
ee en ee ee ee ere oe ae ee 
vy) 39 | 8500, — 400 — — — — — 
40 8520, — [3809 — | —| — — | — — 
| 8550) — 265, — — _ — 
‘ | 8620 8523'447) 5,9023'44, 149 0.3808 6.2831 7.4579 + 1,1748 
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Tabelle I. (Fortsetzung.) 
3 |g les! |aydlsgs ise |. | 
Be, | & ee lea zee loeelegzelawe| Ze) ag | 
ef% | @ |BgISE Sag leesiseéa| see | S& se | Be 
33> | ¢g g2ieb 8-2 2 .eizses E @| 2. iq | merkungen 
Zz. | & | ES isE SES |Sseisaas SEa a & ies 
8 | 36 }:0§ Sa ve [ogcmc £1 $8 | a & eZ | 
zs i Mw iMS] ZB ORS pee ied S)Or | Z 
9. IV. 1922 Hauptperiode. 
43 ||8200| — 470 — BAe ae sae es 
44 || 8620; — 793 — anew — ~_— sheets ‘a 
VII 45 || 8640 — 750 — — — er pts wet 
46 | 8570| — 550 — — tl anne aioe ass 
47 8620 — 530 — — _— Fe ja a 
48 | 8570 8537 553) 5,9752/60,84 0,6216 6,5968 7,4579 + 0.8611 
| | 
49||8670| — 209 — | —{| — _ — | — mot ee 
50 8340' — 120 — — — — pares <td Sch a 
51) 8180 — 175 — oese vais ae iar hs schlec 
Vill 52/8200 — 70 — oii om Re < gs ey gefressen. 
a Se Se eee Se nat 
54 | 8400/8273 490; 3,9752 27,80) 0,2528 4.2280 3.8798 — 0,3482 
. IV. 1922 
55 || 8250, — 1135 — ~ — sina iti ae 
56/8000! — 300) — § —| — mn aor ee Schlecht 
Ix 57 8020' — 480) a sas ae, me ee Pt gefressen. 
58 7960, — 337) — —_ —_ hol pee si 
59 8060, — 548. as 
60 8100/8065 445) 5 5.3431 18.06 0, 1595 5,5026 6.2149 + 0,7123 
61 | 8060 — 410 — a pee wai uae Sing 
62 000 _— yo ee Ges ce pe ae, aa me 
x 63 | ped — sini —_ “en cies Shion ise Schleeht 
“ 64) 3000, — 330 sat ae ph. site a8 gefressen. 
65 | 8050) 4755 — | — —_i— rex 
66 | 8070/8031, (220) §,3592/32,33) 0.3150 5,6742| 7,1085, +- 1.4343 
67 | $100 — 1265 — ee ae A a uO: 
8100) — |500; — ee ini ie ies 
XI eal ee ee ne ee ee ee — || Schlecht 
Es 70 | 7870) — 16155 — — pam dant _— ie gefressen. 
71) 7920) — 1450) — — — —|-— aii 
72\| 7900 7977) 220) 5,8618 33,92) 0.3673 62291) 6,6322, + 0,4031 
15. V. 1922 |) 
1770 — (16 — | —-| — | — | — Be 
74/7570) — |150| — — ane ae a eee oF 
| } sinus sia ce hia si anes Seh 
air rel 71901 = -~ 1100 —_— — anon ering Sree Sets schlecht 
77 | 7450) — (355) a a 
78 | 7700|7477, 460 4, 5936 12.7 74| 0, 113 4, 7049) 3,7 7289 — 0.9760) brochen. 
79 7620) — 428 — — noe sition sine patie 
ee ee es ee ee ee an 
e 81 | 7590) — 380) — = ie lee aie aa 
XITT) 99! 7600) — 358, — notte SARS Peal GES ce Sae BpeE 
83 7740 424) 
84 7800 76651517 5.9922) 37.5 (56) 0,3371) 6.3293! 7.4579 +1, 1.1287 
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Tabelle I. (Fortsetzung. ) 
- — e-] sa 
3 is is GS2 ise js 38] 64 sa 
$3 | 3 33 2 Fz BelF we 7s. Z a 
5> 3 i | a\36| € .@ Sizsealé 2 3 he || merkungen 
2, | Se25 gee epee“ ee) see 28) 22 | 
a | 4 43) TS Org hes fe 3) Or Z 
15. V. 1922 Hauptperiode. 
85 7800, — 530 — — ase saint rie iS 
86| 7740' — 530. — evi sh sha cain a 
-1x7 } 87/7800! — |350) — — — ones ees a 
SoaN 5 MI oes IE is ons net Pes es #1 
ee, a aR eee semen Riera ane a 
90 7820 7800 537 5,9157 51,86 0.5514) 6.4671 7.4579 + 0.9908 
21. VI. 1922 
RCI os ON a eed a 
927800 — |230, — — x ners aa net 
XV 93/|7720, — 630 — —_ eosin ava san ane Schlecht 
: 94'7770 — 565 — — ie ian oes gefressen. - 
95 7990 ome 460 ae aac — rein wate ae Oft erbro- 
96 7820 7803 335 5.4337 46,92 0.5373 5.9710 6.4684) + 0.4974 ' chen. 
97'7660' — 390 — — oes PON sides ine 
98/7700, — 450 — — — — sein ‘duis 
. 99|'7720| — | 60: — ~— sania sili sin inom 
OV ee in HOM oe see eT ae 
no la ee. nn ane pee eons re eee 
102 7440 7630/700: 5.3968 31,46 0.3617 5,7585) 7,3611, + 1,6026 
103, 7800 — |280, — — — aes ph niche 
1047440, — |2755 — — — a ote aie | Blutiges 
XV eee =~ OF ee — | Exbrechen. 
106)/'7310 — 120 — aoe a — | — sass Blutig. Kot. 
1076900 — |—  — pink, se —}j;— eee 
19. VI, 1922 | | 
XVIT 108'6560'7271 — — | ihe sie = Gestorben. 
Tabelle II, 
Phosphorstoffwechsel als P,O, in g. 
ij Ge De dyad RE earn int RES aia AES 
| Im Harn Im Kot Summe Im Futter i a i oe The 
Vorperiode. 
2.3214 2.8277 5,1491 3,3960 — 1,7531 —0,2922 
Hauptperiode. 
I || 1,7850 | 2.5239 4.3089 3,3768 — 0,9321 —0,1553 
II | 1,7900 | 3,1569 4,9469 3,3768 —1,5701 —0,2617 
III | 1,6675 | 2.7312 4.3887 3,3768 —1,0119  —0,1686 
IV | 1,4322 1,0565 2.4887 3,3768 + 0,8881 | + 0,1480 
Vi #1,3544 2.4327 3,7871 | 33768 — 0,4103 | — 0,0684 
VI 1,1700 3,7413 49113 | 3.3768 — 15345 | —0,2557 
VII 1,5871 33438 4.9309 | 3.3768 — 15541  —0,2590 
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Calciumstoffwechsel. 


Tabelle III. 


Calcium als Atom in g. 





Im Harn 


03401 


0,3406 
0.3443 
03314 
0,2491 
02304 
0,2543 
02744 


Magnesiumstoffwechsel. 


Im Kot 


1,893 


2,285 
2,385 
1,920 
0,739 
1,585 
2,362 
2,534 


Summe 


Im Futter 


Vorperiode. 


2,2339 


1,1430 


Hauptperiode. 


2,6256 
2.7293 
2.2514 
0,9881 
18151 
2,6163 
2.8084 


| 


| 


1,1318 
1.1318 
1,1318 
1,1318 
1,1318 
1,1318 
1,1318 


Tabelle IV. 


Bilanz 
pro Periode 


— 1,0909 


— 1,4938 
| — 15975 
| —1,1196 
| + 01437 
| — 0.6833 
|| — 1,4845 
| — 1,6766 


Bilanz 
pro Tag 


— 0,1818 


| —0,2489 
| —0,2662 
— 0,1866 
+ 0,0239 
— 0,1139 
| —0,2474 
| —0,2794 


Magnesium als Atom in g. 





| Im Harn 


0,2050 


0,1378 
0, 1985 
0,1758 
0,1161 
0,0427 
0,2324 
0,0563 


Im Kot 


0,5161 


0,5235 
0,6132 
0,6246 
0,1782 
0.4175 
0.5438 
0,6096 


| 


Summe | Im Futter 


Vorperiode, 


0,7211 


0,4757 


Hauptperiode. 


0,6613 
0,8117 
0,8004 
0,2943 
0,4602 
0,7762 
0,6659 


i| 
if 


0,4631 
0,4631 
0,4631 
04631 
0,4631 
0,4631 
0,4631 


Bilanz 
pro Periode 


— 0,2454 


|| —0,1982 
|| — 0,3486 
| — 0,3373 
| + 0,1688 
| + 0,0029 
| — 0,3131 
|| — 0,2028 


Bilanz 
pro Tag 


— 0,0409 


— 0,0330 








Bestimmung der Hippursiure im Harn. 


Von 
I, Snapper und E. Laqueur. 


(Aus dem Laboratorium des Instituts fiir allgemeine Pathologie 
der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1923.) 


Die Hippursaure ist eine Substanz, welche bereits seit mehreren 
Jahren die physiologischen Chemiker und Pathologen erheblich inter- 
essiert. Der Grund dieses starken Interesses ist die Tatsache, daB die 
Hippursiure eine Kombination von Glykokoll und Benzoesiure ist 
und durch die Vermittlung der Hippursiure das Glykokoll, eine der 
wichtigsten Aminosaiuren, den Organismus verléBt. Man weiB seit 
langem, daB man durch Eingabe von Benzoesiure die Menge der Hippur- 
siure im Urin bedeutend vergréBern kann. Die Frage, wo bilden sich 
und wo kommen die groBen Mengen Glykokoll her, nétig zur Synthese 
mit der Benzoesiure, ist fiir den physiologischen Chemiker ein sehr 
wichtiges und bis zu diesem Augenblick auch noch nicht geléstes 
Problem. 

Die Bedeutung der Hippurséure fiir den Pathologen beruht auf 
der Tatsache, daB beim Hunde nach den klassischen Untersuchungen 
von Bunge und Schmiedeberg (1) die Vereinigung der Benzoesiure mit 
Glykokoll in der Niere stattfindet. Keine der anderen Substanzen 
des Harns bildet sich, insoweit bekannt, in der Niere: sie entstehen 
in den verschiedenen Kérperorganen und werden vom Blute zu den 
Nieren gebracht, um ausgeschieden zu werden. Deshalb beschrankt 
sich in fast allen Fallen die Tatigkeit der Nieren auf eine Konzen- 
trierung der im Blute vorkommenden Substanzen. Die einzige Synthese, 
die wirklich in der Niere stattfiinde, ware gerade die Bildung der Hippur- 
siure. Es steht fest, daB diese Hippursiuresynthese bei den verschie- 
denen Tieren verschieden ablaiuft (2). Jedenfalls begreift man, daB 
zahlreiche Untersuchungen iiber die Ausscheidung der Hippursdure 
beim Menschen gemacht wurden, besonders im Hinblick auf die Synthese 
dieser Siure und ihrer Ausscheidung bei Nierenkrankheiten. 
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Um diese Untersuchungen wiederholen zu kénnen, bedurften wir 
einer nicht zu schwierigen Methode, die eine quantitative Bestimmung 
der Hippursaure gestattet. Eine groBe Anzahl solcher Methoden ist 
bekannt (3). Man kann sie in drei Gruppen einteilen: 

1. Man lat die Hippursiure aus dem Harn auskristallisieren und 
wiegt die kristallisierte und gereinigte Saure. 

Man zersetzt die Saiure und 2. bestimmt die Menge des frei ge- 
wordenen Glykokolls oder 3. die Menge der freien Benzoesiure. 

Zu 1. Bei der Kristallisation und dem Wiegen der Hippursiure 
st6Bt man immer auf viele zeitraubende Schwierigkeiten, die Reihen- 
versuche fast unméglich machen. 

Zu 2. Die Bestimmung des Glykokolls aus der Hippursiure durch 
Titrieren mit Formol nach Sérensen ist im Falle des normalen Urins 
fast unméglich, weil die frei gewordenen Mengen Glykokoll meist zu 
klein sind, wenn nicht der Urin eine aufSerordentlich groBe Menge 
von Hippursiure enthalt. Die gasometrische Methode von van Slyke 
wire demgegeniiber vorzuziehen, aber sie verlangt wieder den Gebrauch 
eines komplizierten und zerbrechlichen Apparates. 


Zu 3. Die Bestimmung der Benzoesiure kann zwar mit gréBter 
Genauigkeit gemacht werden, aber sie ist verwickelt. 
Nach langen Versuchen sind wir bei Methoden geblieben, welche 


die Hippursiure isolieren, haben jedoch die Komplikationen der Rei- 
nigung und der Kristallisation dieser Substanz vermieden, indem wir 
nur den Stickstoff der erhaltenen Hippursaure bestimmten. 

Diese Methode, zuerst von Salkowski mitgeteilt, spaiter durch 
Blumenthal (4) vervol!kommnet, ist von der Kritik nicht verschont ge- 
blieben (5). Tatsachlich ist der Gehalt der Hippursiure an Stickstoff 
so niedrig (7,83 Proz.), daB selbst geringe Verunreinigungen in Form 
von anderen stickstoffhaltigen Substanzen, im  besonderen Bei- 
mengungen von Harnstoff, groBe Irrtiimer bei der Berechnung der 
Hippursiure verursachen. 

Um Hippursiure aus dem Urin zu erhalten, gibt es kaum ein 
anderes Mittel, als mit Essigither zu extrahieren: im Essigither ist 
die Hippursaure gut léslich. Indessen bleibt noch eine groBe Schwierig- 
keit, auf die Salkowski schon vor einer Reihe von Jahren hingewiesen 
hat; auch der Harnstoff lést sich in dieser Flissigkeit. Daher hat auch 
Blumenthal in seiner Methode der Hippursiurebestimmung nicht den 
Essigither als Extraktionsfliissigkeit benutzt, sondern eine Mischung 
von 20proz. Ather und Alkohol. Hier ist wieder der Nachteil, daB 
diese Alkohol-Athermischung die Hippursaure nicht sehr gut aus dem 
Urin herausnimmt, so da wir wieder auf das alte Mittel, den Essig- 
ather, zuriickgekommen sind. 

Biochemische Zeitscbrift Band 145. 
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50 com Harn, zu dem 0,3 com starke (38proz.) Salzsiure zugesetzt v 
ist — in Gegensatz zur Hippursdure selbst sind die Salze dieser Saiure d 
nicht in Essigither léslich —, werden eine Minute lang mit 50 ccm u 


Essigiither geschittelt; wiederholt man dies sechsmal, indem man 
jedesmal frische Lésung nimmt, so ist simtliche Hippursiure aus dem 


Urin extrahiert und in den Essigather tibergegangen. Zugleich enthalten I 
die 300ccm Lésung auBer der Hippursiure eine erhebliche und 
wechselnde Menge Harnstoff. In unseren Versuchen schwankte diese z 


gleichzeitig mit der Hippursiure extrahierte Menge Harnstoff zwischen 
60 und 120mg. Es ist klar, daB diese Menge Harnstoff ginzlich oder 
fast ganz entfernt werden muB, ehe man an eine Bestimmung der 
Hippursiure denken kann. Zu diesem Zwecke behandeln die Unter- 
sucher den Essigiither mit destilliertem Wasser; dieses Auswaschen 
des Essigiithers hat zwei Unannehmlichkeiten: 

1. Wird nicht aller Harnstoff entfernt: lést man 90 mg Harnstoff 
in 50 ccm Essigither, so verbleibt in dieser Lésung nach einer Minute 
Schiittelns mit 50 ccm Wasser 6 bis 9 mg Harnstoff. 

2. Eine ziemlich bedeutende Menge Hippursiure geht aus dem 
Essigiither ins Wasser iiber: lést man eine bestimmte Menge dieser 
Saure in 50 ccm Essigither auf und schiittelt eine Minute mit 50 ccm 3 
Wasser, so gehen 35 bis 40 Proz. der Hippurséure in das Spiilwasser 
tiber, wie die folgende Tabelle zeigt: : 


—s a lUrrfhltéCO 








Hippursaure | Essigather Geschiittelt | Aqua dest. Verlust | 
mg | com Minuten } com Proz. 
gee Vice: “sag 50 41 
100 50 | 1 50 38 
200 50 1 50 36 
500 50 | 1 50 | 34 


Wir haben den Essigiither mit verschiedenen Mengen Wasser und 
wahrend verschiedener Zeit geschiittelt; endlich haben wir folgendes 
Verfahren getibt: eine Minute mit Wasser in Menge von einem Viertel 
des Volumens schiitteln, dann gehen 20 bis 24 Proz. der Hippursiure 
in die Spiilflissigkeit tiber und bleiben 6 bis 10 Proz. des Harnstoffs 
im Essigither. 

Es ist klar, daB man die Hippurséure des Spiilwassers bei der 
Analyse nicht vernachlissigen darf. Man bekommt indessen diese 
Saure leicht wieder, wenn man das Wasser eine Minute mit einer gleichen 
Menge Essigither schiittelt. Alle Hippursiure des Wassers geht dann 
in den Essigither tiber, der dann zur ersten Portion zugefiigt werden : 
mu8. Es ist eigentlich iiberraschend, daB man den Urin so sechsmal 
hintereinander in einer Minute mit frischem Essigither behandeln 
mu, um ihm die Hippursiure zu entziehen, waihrend fiir das Spiil- 
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wasser das einmalige Schiitteln einer Minute geniigt. Aber man muB 
daran denken, da8 die Hippursiure viel schwieriger in den Essigither 
ubergeht, wenn sie sich im Harn befindet, im Zustande der Lésung in 
einem sehr komplizierten Gemisch, als wenn man mit einer einfachen 
wisserigen Lésung der Séure zu tun hat. Die letzte Schwierigkeit 
liegt in dem Harnstoff, der im Essigither trotz des Auswaschens mit 
Wasser zuriickgeblieben ist. Die Entfernung dieses Ureums kann auf 
zwei Methoden geschehen: 

1. Niederschlagen mit Xanthydrol. 

2. Durch Zerstérung mit Bromlauge. 

Eine dritte Méglichkeit, Zersetzung durch die Urease, kam fiir 
uns nicht in Betracht, weil wir ja die Menge der Hippurséure durch 
eine Stickstoffbestimmung berechnen wollten. Wir konnten daher 
unseren Fliissigkeiten keine stickstoffreichen Substanzen, wie es die 
Lésungen von Urease sind, zusetzen. 

Den Harnstoff mit Xanthydrol niederzuschlagen, ist eine elegante 
Methode, deren Einfiihrung wir hauptsichlich Fosse (6) verdanken. 
Aber die Niederschlagsbildung braucht Zeit, und vor allem ist es 
schwierig, restlos alles auszufallen. In den Filtraten findet man immer 
wieder Spuren von Harnstoff, welche neuen Zusatz von Xanthydrol 
und ein erneutes Filtrieren erfordern. Endlich ist das Xanthydrol 
teuer und war oft schwierig zu beschaffen. 

Die Zerstérung des Harnstoffs durch eine nn ist. viel 
einfacher, und es ist leicht, den gasférmigen Stickstoff durch Schiitteln 
zu verjagen. Allerdings ist richtig, daB einige Prozente (7 bis 8) nicht 
durch das Brom zerstért werden. Es ist aber leicht, die GréBe des 
begangenen Fehlers zu berechnen und auf folgende Weise zu eliminieren. 

Alle Essigitherportionen, benutzt zur Extraktion des Urins und 
der Spiilfliissigkeit, werden vereint und auf dem Wasserbade bis un- 
gefahr zur Trockne abdestilliert. Der Riickstand wird sorgfaltig in 
einem MeBkolben in 50 ccm Alkohol aufgelést. 

Mittels Pipetten werden zweimal 20 ccm und einmal 10 ccm in 
Kjeldahlkolben gebracht. Der Inhalt wird im Wasserbade bis zur 
Trockne abgedampft. Zu den urspriinglich 20 ccm Flissigkeit ent- 
haltenden Kolben fiigt man 10ccm Bromlaugelésung zu, schiittelt 
diese beiden Kolben 3 Minuten energisch und bestimmt dann in allen 
drei (die beiden von 20ccm mit 10cem Bromlauge und den einen 
mit 10 cem ohne Brom) den Stickstoff nach Kjeldahl (5 cem Kjeldahl- 
schwefelsiure, eine Messerspitze K,S8O, und CuSO,, blanke Flamme; 
Ubertreiben in n/50 H,SO, mit 50 ccm 33 proz. NaOH, bis 150 cem 
destilliert sind; titrieren mit n/50 NaOH, Indikator Methylrot). Es 
scheint uns empfehlenswert, die Destillation in einem Kwpferapparat 
zu machen, da die Fehler geringer als in einem Glasapparat sind. 


3* 
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Die stets vorgenommenen blinden Versuche ergeben einen Rea- 
genzienfehler von nicht mehr als 0,50 ccm n/50 Lauge. 

Im folgenden also die ganze Methode: 

Zu 50 ccm Urin setzt man 12,5g Kochsalz, zur Vermeidung der 
lastigen Emulsionsbildung beim Schiitteln mit Essigaéther, und 0,3 ecem 
38 proz. Salzsiure zu, um alle Hippurate in Hippursaiure zu verwandeln. 
Dann schiittelt man den Urin energisch eine Minute lang mit 50 ccm 
Essigiéther in einem Schiitteltrichter. Nach Trennung der Fliissigkeit 
in zwei Schichten dekantiert man den Essigither und schiittelt wieder 
die wisserige Schicht mit 50 ccm frischen Essigithers. Man wiederholt 
dies sechsmal. Man vereinigt alle Portionen Essigither (etwa 300 ccm) 
und schiittelt sie energisch eine Minute lang mit 75 ccm aqua dest. 
Nach Trennung in zwei Flissigkeitsschichten schiittelt man die Spiil- 
fliissigkeit eine Minute lang mit 75 ccm Essigither und fiigt diese zu 
den vorigen 300 ccm zu. Man verdampft jetzt den ganzen Essigither 
(ungefahr 375 ccm), der Rest wird in 50 ccm Alkohol (oder Essigither) 
gelést, von dem man mittels Pipette zweimal 20 ccm und einmal 10 ccm 
in die Kjeldahlkolben bringt. Der Alkohol oder Essigither wird auf 
dem Wasserbade verdampft, dann setzt man den Kolben, welche 
20cem Flissigkeit enthielten, 10ccm Bromlauge zu. Man schiittelt 
eine Minute lang und bestimmt dann nach Kjeldahl. In der Vorlage 
sind 10 ccm n/50 H,SO,. Aus folgendem Beispiel ergibt sich die Be- 
rechnung. Bei der Titration brauchte man z. B. fiir die zwei Kolben, 
welche 20 ccm alkoholische Lésung und 10 ccm Bromlauge enthielten, 
4,40 und 4,30 ccm n/50 Lauge ; fir den Kolben, der 10 com alkoholischer 
Lésung enthielt und der keine Bromlauge bekam, brauchte man 
5,30 com Lauge. 

Nach Subtraktion von 0,5ccem fiir die Reagenzien (blinde Ana- 
lysen) findet man also in diesem Falle, nach Schiitteln mit 20 ccm 
Bromlauge, daB die Flissigkeit noch eine Menge Stickstoff enthielt, 
iibereinkommend mit 10 — 4,40 — 0,50 = 5,10 bzw. 5,20 ccm n/50 Lauge 
(im Mittel 5,15 cem) (A). 

Der Stickstoff der 10 com Fliissigkeit, der man kein Brom zugesetzt 
hatte, kommt mit 4,20 ccm Lauge (B) tberein. 

Die 50ccem Alkohol, in denen wir die ausgezogene Hippursaure 
gelést haben, einschlieBlich des Harnstoffs, der nicht mit der Spiil- 
fliissigkeit entfernt wurde (Kolben B), enthielt also im ganzen (Harn- 
stoff + Hippursaure) 

5 . 4,20 . 0,28 = 5,88 mg N,. 


Nach der Entfernung des Harnstoffs durch die Bromlauge ent- 
hielten die 50 cem Alkohol noch entsprechend dem Mittel der Kolben A: 


2,5 . 5,15. 0,28 = 3,61 mg N,. 


i 
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Die Menge Harnstoff, welche im Essigither verblieb, hatte also 
fir 50 com einen N,-Gehalt von 
5,88 — 3,61 = 2,27 mg N,. 
7 Proz. dieser Menge werden durch das Brom nicht zerstért, so 
da8B pro 20 ccm der alkoholischen Lésung noch bleiben: 
2/5 "/199- 2,27 mg Harnstoff-Stickstoff, d. h. 


2,27 
*/s "hoo - 5 9g = 0,23 ccm n/50 Lauge. 


Bei Auswertung der Analyse mu6 man in diesem Falle die 0,23 cem 
Lauge beriicksichtigen, entsprechend den Spuren Harnstoff, welche 
der Zerstérung durch die Bromlauge entgangen sind. 

Man findet also, daB in je 20 com die Menge Hippursiaure-Stickstoff 
aquivalent ist 5,15 — 0,23 = 4,92cem n/50 Lauge. 50ccm Urin 
enthalten also: 

2,5 . 4,92 . 0,28 . 12,78 mg Hippursaure. 


0,28 ist die Zahl fiir die Stickstoffmilligramme, welche 1 ccm 
n/50 Lauge entsprechen, und 1 mg Stickstoff entspricht 12,78 mg 
Hippursaure. 

Es ist klar, daB zwei Fehler diese Methode beeinflussen kénnen. 

1. All der im Essigither gefundene Stickstoff wird nach Sub- 
traktion des Harnstoff-Stickstoffs als Hippursiiure berechnet. Es 
bleibt die Frage, ob der Urin nicht andere stickstoffhaltige Materien 
enthalt, welche so leicht im Essigither léslich sind, daB sie durch 
Schiitteln mit einer ein Viertel so groBen Menge Wasser nicht entfernt 
werden kénnen. Daher ist jedenfalls auch zu empfehlen, den Kranken, 
deren Urin man auf den Gehalt an Hippursiure nachsehen will, keine 
stickstoffhaltigen Medikamente wie Veronal zu geben. Vielleicht ver- 
ursachen die Gallenséuren auch einen kleinen Irrtum. 

Als sicher hat sich aber andererseits ergeben, daB Personen, die 
man einer Diat unterwirft, welche wenig oder gar keine Benzoesiure 
enthalt (Milchdiat), nach der hier beschriebenen Methode nur Spuren 
von Hippursaiure zeigen. Daraus geht also hervor, daB diese hypo- 
thetischen, im Essigither léslichen Stickstoffsubstanzen, welche im 
Urin neben der Hippursiure und dem Harnstoff vorkommen miiBten, 
z. B. Phenacetursiure, nur in ganz kleinen Mengen vorhanden sein 
kénnen. Der mégliche Fehler in dieser Richtung ist also so klein, daB 
er keinen EinfluB auf das Ergebnis unserer Untersuchungen hat, wo 
wir diese Methode angewandt haben. 

2. Die zweite Frage ist, ob man mit dieser Methode die ganze 
Hippursiure im Harn bestimmt. Um diese Frage zu klaren, haben 
wir zuerst die Hippursiuremenge in einer Harnprobe bestimmt, dann 
fiigten wir eine bestimmte Menge Hippursiiure zu, wonach wir von 
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neuem den Gehalt bestimmten. Diese zweite Analyse hat uns immer 
ein befriedigendes Resultat ergeben, wie die folgende Tabelle zeigt. 





Hi saur y : | 
Harnmenge in ‘fa capone se Totale Menge | Gefunden 
100ccm Urin —_ Hippursiure 
ccm mg mg mg mg 
100 27,16 90 117,16 113,41 
d. h. 86,3 statt 90 
100 92,09 70 162,09 164,05 
d. h. 72 statt 70 
100 33,43 250 283,43 289,03 
d. h. 255,6 statt 250 
100 33,87 180 213,87 208,8 
d.h. 175 statt 180 
100 31,57 500 531,57 539,7 
d. h. 502,1 statt 500 
100 34,39 50 84,39 


86,72 
d. h. 52,3 statt 50 


Harn, der EiweiB enthalt, muB8 davon erst befreit werden. Zu 
diesem Zwecke wird der Urin gekocht und tropfenweise Phosphorséure 
bis zur Bildung eines flockigen Bodensatzes zugesetzt. 

Die Anwendung von Essigsaéure ist im allgemeinen bei diesen 
Analysen, also auch bei der EnteiweiBung, zu vermeiden. Die Essig- 
sdure ist leicht léslich in Essigither. Wenn man also den Urin sechsmal 
mit Essigither behandelt hat und die Essigsaéure hierin itibergegangen 
ist, so bleibt die Essigsiure im Essigither auch nach Behandlung mit 
Wasser. Da diese Saure einen Teil des Harnstoffs zuriickhalt, vermehrt 
dies augenscheinlich den Analysenfehler. Man mu8 also von vornherein 
darauf achten, daB der Essigither keine Essigsiure enthalt. Dies ist 
im besonderen beim Essigiither der Fall, der nach dem Gebrauch wieder 
destilliert wird. Daher haben wir auch immer den Essigither vor 
seiner neuen Anwendung erst mit Wasser geschiittelt, um so voll- 
standig wie nur méglich etwa restierende Essigsiure zu entfernen. 

Endlich haben wir immer sorgfaltig vermieden, den Urin vor der 
Behandlung zu konzentrieren, wie man es bei den meisten anderen 
Methoden tut. Tatsichlich haben Folin und Flanders (7) deutlich be- 
wiesen, da8 Konzentrierung des Harns bei schwach alkalischer Reak- 
tion geniigt, um die ganze Hippursaiure in Glykokoll und Benzoesaure 
zu zersetzen. 


Nach ihrer Meinung erklaren sich die Meinungsverschiedenheiten 
beziiglich der Synthese der Hippurséure zum groBen Teil durch die 
Tatsache, daB bei mehr oder weniger starker Konzentrierung des Harns 
eine mehr oder weniger groBe Menge Hippursiure der Analyse durch 
Spaltung entzogen wird. Wir haben daher niemals versucht, die Analyse 
durch Eindampfen des Urins zu erleichtern. AuBerdem ist unsere 
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Methode selbst fir den an Hippursiure armen Urin so empfindlich, 
da8 man auch bei Analyse von nur 50 ccm nicht vorher konzentrierten 
Urins befriedigende Zahlen erhalt. Eine Spaltung der Hippursiure, 
wie sie beim Konzentrieren geschieht, ist die nimliche, wie sie durch 
Bakterien entsteht (8). Daher haben wir den Urin in Glasern, die eine 
Mischung von Chloroform und Toluol enthielten, aufgefangen. ; 

Bei Einhaltung der beschriebenen VorsichtsmaBregeln und genauer 
Befolgung der Technik verfiigt man iiber eine Methode, mit der man 
leicht den Stoffwechsel der Hippurséure bei einer Reihe von Kranken 
feststellen kann (9). Die Methode ist so einfach, daB ein einzelner 
Beobachter leicht an einem Tage den Gehalt in vier Harnportionen 
an Hippurséure von je 50 ccm bestimmen kann. 
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Uber die Hippursiuresynthese in der iiberlebenden Niere 
von verschiedenen Tiergattungen, auch vom Menschen. 


Von 
I. Snapper, A. Griinbaum und J. Neuberg. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie und dem Institut fiir Physiologie 
der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1923.) 


Seit den klassischen Untersuchungen von Bunge und Schmiedeberg 
wissen wir, daB die Niere nicht nur exkretorische Funktionen entfaltet, 
sondern auch Synthesen zustande bringen kann. Wird Benzoesiure 
per os genommen, so erscheint im Harn diese Benzoesaéure, gekuppelt 
an Glykokoll, d. h. als Hippursiure. Bunge und Schmiedeberg haben 
nachgewiesen, daB die Hippursiuresynthese in der Niere stattfindet. 
In ihrem berithmten Versuch wird die tiberlebende Niere mit Blut 
durchstrémt, dem Benzoesiure und Glykokoll zugesetzt sind. Nach 
der Durchstr6mung kann man im Blute, in der Nierensubstanz und 
im Ureterfiltrat eine nicht unbetrichtliche Menge Hippursiure nach- 
weisen. Hiermit war der Beweis geliefert, da die Synthese der Hippur- 
siure in der Niere stattfinden kann‘). 

Ferner zeigten Bunge und Schmiedeberg noch, daB beim Hunde 
die Niere das einzige Organ der Hippursaurebildung ist. Unterbanden 
sie namlich bei einem Hunde die NierengefaiBe und spritzten sie dann 
intravenéds Benzoesiure und Glykokoll ein, so konnten sie nach einer 
Stunde keine Hippursiure im Blute nachweisen. Wenn sie dagegen 
bei einem Hunde nach Unterbindung der Ureteren Benzoesaéure und 
Glykokoll intravenés einspritzten, so war die Hippursdure schnell im 
Blute zu finden. Aus diesen Versuchen ergab sich also, da8 beim Hunde 
die Hippursiure nur in der Niere und nicht in einem anderen Organ 
gebildet wird. 


1) Bunge und Scheniedeberg, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 6; bestitigt 
unter anderen von Kochs, Pfliigers Arch. 20, 64; Bashford und Cramer, 
Zeitschr. f. phys. Chem. 86, 224. 
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Dieser letzte SchluB wird im Jahre 1915 von den amerikanischen 
Untersuchern Kingsbury und Bell bestritten!). Nicht die Bildung 
der Hippursiure beim Hunde in der Niere bestreiten sie, sondern nur 
die ausschlieBliche Lokalisation dieser Tatigkeit in der Niere. Sie 
meinen nimlich nachweisen zu kénnen, daB die Kuppelung von Benzoe- 
siure an Glykokoll zu Hippursiure auch in anderen Organen als der 
Niere stattfindet. Wenn sie nach doppelseitiger Nierenexstirpation 
beim Hunde Benzoesiure einspritzten, meinten sie, nach einigen 
Stunden im Blute wohl Hippursiure finden zu kénnen. An dieser 
Stelle wollen wir nur darauf hinweisen, daB Kingsbury und Bell in 
ihren Versuchen eigentlich mit Ausnahme eines Versuchs den Nachweis 
der Hippursauresynthese schuldig geblieben sind. Sie fanden namlich 
im Blute der entnierten Hunde nach der Einspritzung von Benzoesaure 
und Glykokoll eine gebundene Benzoesiure, d. h. Benzoesiéure, die 
an irgend eine Substanz gebunden war, ohne nachzuweisen, dab die 
Benzoesiure an Glykokoll gekuppelt war. Nur in einem Versuche 
haben sie die Ubereinstimmung dieser gebundenen Benzoesdure mit 
Hippursaure wirklich erwiesen. Nichtsdestoweniger schlieBen sie aus der 
Anwesenheit der gebundenen Benzoesiure auf das Vorhandensein von 
Hippurséure und meinen deshalb, daB die Hippursiuresynthese auch 
in anderen Organen als den Nieren stattfinden muB. 


Wegen der prinzipiellen Bedeutung dieser Resultate haben wir 
die Versuche von Bunge und Schmiedeberg wiederholt, und zwar erst 
die beriihmte Durchstrémung der iiberlebenden Niere mit Blut, dem 
benzoesaures Natrium und Glykokoll zugesetzt sind. 


Die Durchstré6mungen wurden angestellt im physiologischen Institut 
(Dir. Prof. van Rijnberk) mit dem Embdenschen Apparat. Bei dem Anstellen 
des Durchstrémungsversuchs miissen folgende Details beriicksichtigt 
werden: 

a) Der Apparat darf nicht zu wenig Blut enthalten; ist die Menge 
Blut zu klein, dann besteht die Gefahr der Schaumbildung und die 
Nierenkapillaren werden durch Luftembolien verlegt. 

b) Die Kaniile muB in die Art. renalis gebunden werden, wihrend das 
Blut schon aus der Kaniile flieBt, sonst besteht ebenfalls die Gefahr der 
Luftembolie. 

ce) Das Blut, das in der ersten Minute aus der V. renalis herausstrémt, 
muB8 verworfen werden, weil es immer Koagula enthalt. Mit diesen Kautelen 
gelingt die Durchstrémung fast immer, und man kann die Bunge-Schmiede- 
bergschen Resultate bestatigen, wie sich aus folgenden Protokollen ergibt. 

I. Hundeniere, durchstrémt mit 600 ecem defibriniertem Hundeblut, 
dem 1,5g Glykokoll und 2,4g Natrium benzoicum zugesetzt sind. Die 
Durchstr6mung dauert 31% Stunden; waihrend dieser Zeit gehen 8 Liter 
Blut durch die Niere hindurch. 


1) Kingsbury und Bell, Journ. of biol. Chem. 28, 1915. 


42 I. Snapper, A. Griinbaum u. J. Neuberg: 


Das Blut wird mit der achtfachen Menge Alkohol gefallt. Der Alkohol 
wird in vacuo abdestilliert, der Alkoholrest erst bei alkalischer Reaktion 
mit Athylacetat ausgeschiittelt, dann bei saurer Reaktion. Bei dieser 
letzten Behandlung geht die Hippursiure in das Athylacetat iiber. Das 
Athylacetat wird abdestilliert, der Rest mit Petrolaither gefallt und aus 
dem Niederschlag durch Kristallisation 51 mg reine Hippursiiure gewonnen?). 

II. Hundeniere, durchstrémt mit 530 ccm defibriniertem Hunde- 
blut, dem 1,5 g Glykokoll und 2,4 g benzoesaures Natrium zugesetzt sind. 
Die Durchstr6mung dauerte 24% Stunden; wahrend dieser Zeit passieren 
6 Liter Blut die Niere. 

Aus 338ccm Blut werden mit der obengenannten Methode 52 mg 
Hippursiure erhalten. 

III. Hundeniere, durchstrémt mit 600 cem defibriniertem Hundeblut, 
dem 1,5 g Glykokoll und 2,4 g benzoesaures Natrium zugesetzt sind. Die 
Durchstrémung dauert 3 Stunden; wahrend dieser Zeit passieren 10 Liter 
Blut die Niere. Aus dem Ureter sind wahrend des Versuchs 200 ccm 
hamorrhagischer Flissigkeit geflossen. 

Aus 175 ccm des Ureterfiltrats kristallisierten nach obengenannter 
Bearbeitung 66mg Hippursiure, aus 300ccm Blut 28 mg Hippursaure. 
Die durchstrémte Niere wurde zerrieben und mit Alkohol extrahiert. Aus 
diesem Alkoholextrakt wurden 74 mg Hippursdéure auskristallisiert. 

Wir kénnen deshalb die Bunge-Schmiedebergschen Versuche be- 
statigen: bei der Durchstrémung einer tiberlebenden Hundeniere mit 
Blut, dem benzoesaures Natrium und Glykokoll zugesetzt sind, ent- 
steht lokal in der Niere Hippursiure. 

Auch die Frage, ob beim Hunde die Niere das einzige Organ ist, 
wo die Hippursaéure entstehen kann, haben wir in eigenen Versuchen 
gepriift. Hierbei haben wir uns genau an die Versuchsbedingungen 
von Kingsbury und Bell gehalten. 

1. Bei einem Hunde von 8,1 kg wurden beide Nieren exstirpiert. Gleich 
nach der Operation wurden 3 g benzoesaures Natrium und 14% g Glykokoll 
intravenés eingespritzt. 4 Stunden nachher wurde der Hund durch Ver- 
blutung getétet. In 110ccm Blut war keine Hippursaéure nachzuweisen. 
Die Leber (169 g) wurde zerrieben und mit Alkohol extrahiert. Hieraus 
konnte keine Hippursaure kristallisiert werden. 

2. Bei einem Hunde von 14,25 kg wurden beide Nieren exstirpiert. 
Hiernach subkutane Injektion von 12g benzoesaurem Natrium und 6g 
Glykokoll. Nach 24 Stunden war der Hund in gutem Zustande. Er wurde 
durch Verblutung getétet. In 600 ccm Blut war keine Hippursdure nach- 
zuweisen. In der Leber auch nicht. 

3. Bei einem Hunde von 7 kg wurden beide Nieren exstirpiert. Gleich 
nachher subkutane Injektion von 10g benzoesaurem Natrium und 5g 
Glykokoll. Nach 5 Stunden war der Hund sehr krank, hatte Krampfe 
und konnte nicht laufen. Er wurde durch Verblutung getétet. In 300 ccm 
Blut keine Hippursaure, in der Leber auch nicht. 

Im Gegensatz zu Kingsbury und Bell konnten wir auch die zweite 
Bunge-Schmiedebergsche Behauptung bestatigen: beim Hunde wird 
die Hippursiure nur in der Niere und in keinem anderen Organ gebildet. 


1) Methode von Friedmann und Tachau, diese Zeitschr. 35. 
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Inzwischen gelten die genannten Tatsachen tiber die Hippursaure- 
synthese vorlaufig nur fir den Hund, denn aus der Literatur ergibt 
sich, daB bei anderen Tiergattungen die Hippursiiuresynthese sicher 
nicht in der Niere stattfindet. Bunge und Schmiedeberg selbst haben 
dies schon fiir den Frosch nachgewiesen: sie exstirpierten bei 14 Fréschen 
die Nieren und spritzten nachher benzoesaures Natrium und Glykokoll 
in den Riickenlymphsack. Nach 24 Stunden lebten noch 11 Tiere. 
Diese wurden mit Ather getétet, zerhackt und der Brei wurde auf 
Hippurséure untersucht. Mittels der bekannten Methode wurden 
25 mg Hippursiure erhalten. 


Analoge Tatsachen kennt man bei der Hippursiuresynthese des 
Kaninchens. Salomon hat nachgewiesen, daB, wenn man dem Kaninchen 
nach der doppelseitigen Nephrektomie benzoesaures Natrium und 
Glykokoll einspritzt, im Blute Hippursiure nachgewiesen werden kann. 
Friedmann und Tachau durchstrémten die Kaninchenleber mit Blut, 
dem benzoesaures Natrium und Glykokoll zugesetzt waren, und fanden 
so, daB die Kaninchenleber zur Hippursiuresynthese imstande ist. 
Bunge und Schmiedeberg hatten bei analoger Versuchsanordnung bei 
der Hundeleber nie eine Hippursiuresynthese nachweisen kénnen. 
Hieraus ergeben sich tiefgreifende Unterschiede zwischen dem Hippur- 
saurestoffwechsel des Hundes und des Kaninchens. 


Die Bunge-Schmiedebergsche Feststellung der Hippurséuresynthese 
in der Niere darf deshalb nicht ohne weitere Untersuchung auf andere 
Tierarten, a fortiori nicht auf die menschliche Pathologie itibertragen 
werden. Wir haben darum die oben beschriebenen Durchstrémungs- 
versuche an Hundenieren mit Schweins- und Schafsnieren wiederholt: 
das Schwein ist bekanntlich ein Omnivore, der in vielen Hinsichten 
mit dem Menschen iibereinstimmt, das Schaf ist ein Herbivore, der 
also in seinem Stoffwechsel wahrscheinlich mit dem Kaninchen einige 
Ubereinstimmung zeigen wird. Bei dem Schweine fanden wir bei der 
Durchstrémung der iiberlebenden Nieren mit Blut unter Zusatz von 
benzoesaurem Natrium und Glykokoll eine deutliche Hippursaure- 
synthese. 


I. Schweinsniere, 2 Stunden durchstrémt mit 700 ccm defibriniertem 
Schweinsblut, dem 1,5g Glykokoll und 2,6g benzoesaures Natrium 
zugesetzt sind. Wahrend der Durchstrémung passieren 8% Liter Blut 
die Niere. 

Nach der Durchstrémung konnten aus 375 ccm Blut 50 mg Hippurséure 
gewonnen werden. Aus 190 ccm Ureterfiltrat konnten 29 mg Hippursaure 
kristallisiert werden. 

II. Schweinsniere, durchstrémt mit 800 ccm Schweinsblut, dem 
14% g Glykokoll und 2,4 g benzoesaures Natrium zugesetzt sind. Wahrend 
des Versuchs passierten 16,8 Liter Blut die Niere. 
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Nach der Durchstr6mung konnten aus 350 cem Blut 100 mg Hippur- 
siure gewonnen werden. Aus 70 ccm Ureterfiltrat wurden 25 mg Hippur- 
séure kristallisiert. 


Als wir dieselben Versuche mit iiberlebender Schafsniere anstellten, 
konnten wir im Anfang nach der Durchstrémung keine Hippursaure 
nachweisen, wie sich aus folgenden Protokollen ergibt. 


I. Schafsniere, durchstrémt mit 700 cem Schafsblut, dem 1% g 
Glykokoll und 2,4 g benzoesaures Natrium zugesetzt sind. Wahrend des 
Versuchs passierten 6 Liter Blut die Niere. 

Nach der Durchstr6mung konnte aus 525 cem Blut keine Spur Hippur- 
siure gewonnen werden. Aus 80ccm Ureterfiltrat wurden nach groBer 
Miihe einige Nadelchen erhalten, die vielleicht als Hippurséure anzusprechen 
sind; die Mengen sind aber viel zu klein, um die winzigen Kristallchen zu 
identifizieren. 

II. Schafsniere, durchstr6mt mit 700 ccm Schafsblut, dem 14g 
Glykokoll und 2,4 g benzoesaures Natrium zugesetzt sind. Wahrend des 
Versuchs passierten 31 Liter Blut die Niere. 

500 cem des Durchstr6mungsblutes wurden auf MHippursiure ver- 
arbeitet, ohne daB Hippursiure nachgewiesen werden konnte. Auch in 
75 ecm Ureterfiltrat konnte keine Hippurséure gefunden werden. 

III. Schafsniere, durchstrémt mit 700cem Schafsblut, dem 1% g 
Glykokoll und 2,4 g benzoesaures Natrium zugesetzt sind. Wahrend des 
Versuchs passierten 10,8 Liter Blut die Niere. 

570 cem des Durchstrémungsblutes wurden auf Hippursiure ver- 
arbeitet, ohne daB Hippursiure nachgewiesen werden konnte. Auch in 
50 cem Ureterfiltrat konnte keine Hippurséiure gefunden werden. 

IV. Schafsniere, durchstrémt mit 700cem Schafsblut, dem 1% g 
Glykokoll und 2,4 g benzoesaures Natrium zugesetzt sind. Wahrend der 
Durchstrémung passierten 13% Liter Blut die Niere. 

450 cem des Durchstrémungsblutes wurden ohne Resultat auf Hippur- 
séure untersucht. Aus der durchstrémten Niere konnten mit groBer Miihe 
8 mg Hippursiure erhalten werden. 


Nach diesen Versuchen sollte man also schlieBen, daB beim Schafe, 
ebenso wie beim Kaninchen, die Synthese der Hippursaéure in der 
Niere nur in geringem Ma8e stattfinden kann. Dennoch ist dieser 
Schlu8 nicht gerechtfertigt: durch Modifikation der Menge benzoe- 
sauren Natriums, welche dem Durchstrémungsblute zugesetzt wird, 
kann man auch beim Schafe positive Resultate bei der Durchstrémung 
erhalten und nachweisen, da8 auch in der Schafsniere lokal Hippur- 
siure gebildet wird. 

Wenn man in obengenannten Versuchen dem Durchstrémungs- 
blute statt 2,4 g 150 mg dieser Substanz zusetzt, ergibt sich, daf auch 
in der Schafsniere eine deutliche Hippursiuresynthese stattfindet. 


V. Schafsniere, durchstrémt mit 700cem Schafsblut, dem 1% g 
Glykokoll und 150 mg benzoesaures Natrium zugesetzt sind. 

In 530cem des Durchstrémungsblutes konnten nach dem Versuch nur 
einige Milligramme Hippursaéure nachgewiesen werden. In 100 cem Ureter- 
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filtrat wurden aber 21 mg Hippurséure gefunden, wahrend aus der durch- 
strémten Niere nach Zerreiben und Extraktion mit Alkohol 52 mg Hippur- 
siure gewonnen werden konnten. 


VI. Schafsniere, durchstrémt mit 750cem Blut, dem 1%g Gly- 
kokoll und 150 mg benzoesaures Natrium zugesetzt sind. 


Nach der Durchstrémung wurden in 350ccm des Blutes 20,5 mg 
Hippursaiure nachgewiesen. Aus 300ccm Ureterfiltrat wurden 52 mg 
Hippursiure gewonnen, aus der durchstrémten Niere nach Zerreiben und 
Extraktion mit Alkohol 37,6 mg Hippursaure. 


Merkwiirdigerweise zeigt sich also bei diesen Versuchen, daB die 
Menge benzoesauren Natriums und Glykokolls, welche bei der Durch- 
strémung von Hunde- und Schweinsnieren eine deutliche Hippursiéure- 
synthese ergibt, fiir die Durchstrémung der Schafsniere nicht geeignet 
ist. Die Schafsniere ist nur dann imstande, Hippursaéure zu bilden, 
wenn kleine Mengen benzoesauren Natriums dem Durchstrémungsblute 
beigemischt sind. Wéahrend bei der Durchstrémung von Hunde- und 
Schweinsnieren 2,5g benzoesaures Natrium dem Blute zugesetzt 
wurden und man nach dem Versuch eine deutliche Hippursiuresynthese 
nachweisen konnte, ergab sich, daB bei derselben Versuchsanordnung 
fiir eine Schafsniere nur 150 mg benzoesaures Natrium dem Durch- 
stromungsblute beigefiigt werden miBten, um eine deutliche Hippur- 
sduresynthese zu erhalten. Wird dem Blute mehr Benzoesiure 
zugesetzt, so ist die Schafsniere nicht mehr imstande, die Hippursaure 
zu bilden. Es liegt auf der Hand, zu denken, da8B die Funktion der 
Schafsniere durch gréBere Mengen benzoesauren Natriums gestért wird. 


Bevor man den Hippursiurestoffwechsel beim Menschen und 
speziell beim Kranken studiert, mu festgestellt werden, ob die mensch- 
liche Niere imstande ist, lokal Hippursaiure zu bilden. Nur der direkte 
Versuch, d. h. die Durchstrémung einer iiberlebenden Menschenniere, 
kann eine Antwort auf diese Frage geben. Ein derartiger Versuch 
kann aber nur selten angestellt werden, weil eine funktionstiichtige 
Menschenniere nur selten exstirpiert wird. Uberdies ist fir die Durch- 
stro6mung der Niere ein nicht allzu kurzer GefaBstiel unerléBlich, denn 
fiir den Versuch muB8 sowohl in die Vena als in die Arteria renalis eine 
Kaniile gebunden werden. Wir waren zweimal in der Lage, eine 
funktionstiichtige Menschenniere zu durchstrémen. 


Fall 1. 


Bei einer Patientin mit beginnender Nierentuberkulsose ergab sich 
bei der funktionellen Untersuchung, daB die Funktion der kranken Niere 
nur verhaltnismaBig wenig gestért war. Das Indigocarmin wurde von der 
gesunden Niere nach 8 Minuten, von der kranken Niere nach 12 Minuten 
mit kraftigem Strahl ausgeschieden. Der Stickstoffgehalt des Urins der 
gesunden Niere war 0,496 Proz., der kranken Niere 0,26 Proz. 
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Gleich nach der Exstirpation wurde die tuberkulése Niere mit 600 cem 
Menschenblut, dem 1,5 g Glykokoll und 2,4 g benzoesaures Natrium zu- 
gesetzt waren, durchstrémt. 

Die Durchstr6mung gelang sehr gut: bei einem Druck von nur 10 cm 
Hg passierten pro Minute je 270 ccm Blut die Niere, so daB im ganzen 
48 Liter Blut die Niere passierten. Das Blut war also wenigstens 80mal 
durch die Niere gefiihrt. 

Nach der Durchstrémung wurden aus dem Blute 60 mg Hippursaure 
erhalten. Wie in allen vorigen Versuchen, haben wir auch hier die Kristalle 
genau als Hippurséure identifiziert. Wegen der prinzipiellen Bedeutung 
dieses Versuchs geben wir hier die erhaltenen Zahlen an. Nadelférmige 
Kristalle, Schmelzpunkt 187°, Stickstoffgehalt 7,80 Proz. (berechnet 
7,82 Proz.), léslich in heiBem Wasser, Alkohol und Athylacetat, unléslich 
in Petrolather. 

Fall 2. 

Bei einer Patientin mit einem Nierengeschwulst ergab sich vor der 
Operation, da8 die Funktion der kranken Niere noch nahezu intakt war. 
Gleich nach der Operation wurde die exstirpierte Niere durchstrémt mit 
620 ccm Menschenblut, dem 1% g Glykokoll und 2,4 g benzoesaures Natrium 
zugesetzt waren. Wahrend der Durchstrémung passierten 9 Liter Blut 
die Niere; das Blut war also ungefahr 15mal durch die Niere gegangen. 
Nach der Durchstrémung wurden aus 545 ccm Blut 58mg Hippursdure 
erhalten. Ein Teil der durchstrémten Niere wurde zerrieben und mit Alkohol 
extrahiert: auch hierin wurden 17 mg Hippursaure kristallisiert. 

Das Ergebnis dieser langwierigen und schwierigen Versuche ist 
also einwandsfrei das folgende: im Durchstrémungsversuch kann die 
tiberlebende Hunde-, Schweins- und Schafsniere die Hippursduresynthese 
aus Benzoestiure und Glykokoll zustande bringen. 

Auch in der menschlichen Niere findet die Synthese der Hippursdure 
aus Benzoestiure und Glykokoll statt. 

Es sei schon hier nachdricklich darauf hingewiesen, dab 
auch im Experiment Synthese der Hippurséure und Ausscheidung 
dieser Substanz ganz getrennte Funktionen sind. Wenn die Durch- 
strémung der Niere bei geringem Drucke stattfindet, zeigt sich kein 
Ureterfiltrat: die Ausscheidungsfunktion der Niere ist unter diesen 
Umstiinden offenbar fast Null. Dennoch wird viel Hippursiure in 
der Niere gebildet, weil sie aber nicht mit dem Harn ausgeschieden 
wird, hauft sie sich im Blute an. In einer spiteren Mitteilung!) werden 
wir sehen, da® sich auch in der menschlichen Pathologie Zustande 
mit schwerer Schidigung der exkretorischen Funktion der Niere fir. 
Hippursaiure bei erhaltener synthetischer Funktion finden. Dem- 
entsprechend kann in Analogie mit dem Durchstrémungsversuch beim 
kranken Menschen eine Hippursiureanhéiufung im Blute zustande 
kommen. 


1) Snapper und Griinbaum, Klin. Wochenschr. 1924. 
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Fructosediphosphatase in menschlichen Organen. I. 


Von 
Elemér Forrai. 


(Aus dem kénigl. ungarischen pflanzenbiochemischen Institute Budapest 
und aus dem chemischen Institute der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1923.) 


Unter den organischen Phosphorverbindungen verdienen die 
Phosphorsiureester der Kohlenhydrate eine besondere Beachtung. Nach 
den Untersuchungen von Neuberg, Bang, Kossel und Scheidel scheint 
es, daB den Nucleinsiuren ein Kohlenhydratphosphorsaureskelett zu- 
grunde liegt, an das sich andere Gruppen (Pyrimidine, Purine) angliedern. 
Einzelnen Nucleinsiéuren liegt eine Pentosephosphorséure!), so der 
erste erkannte Pentosephosphorsiureester, anderen eine Hexose- 
phosphorséure?) zugrunde. Bei bestimmten phosphorhaltigen Lipoiden 
handelt es sich um Galaktosephosphorsiure. 

Die nachstehenden Untersuchungen — die ich auf Veranlassung 
des Herrn Prof. Bodnér ausfiihrte — beziehen sich auf die enzymatische 
Spaltung des fructosediphosphorsauren Natriums durch menschliche 
Organe und bieten wegen der wichtigen biologischen Rolle der Ver- 
bindung sowie der enzymatischen Spaltung derselben ein besonderes 
Interesse. 

Harden und Young?) zeigten es als erste, daB, wenn zum HefenpreBsaft 
Phosphate zugefiigt werden, die Geschwindigkeit der Garung in groBem 
MaBe erhéht wird und da8 die Erhéhung der Geschwindigkeit mit der 
Menge des zugesetzten Phosphats proportional wachst. Genannte Forscher 
folgerten gleichzeitig, da8 es zwischen Zucker und Phosphorséure zu einer 
Verbindung kommt. Im Jahre 1907 entdeckte Ivanoff*), daB Hefenpraparate, 
wie Dauerhefen und Hefensafte, imstande sind, zugefiigtes anorganisches 
Phosphat mit Zucker zu verestern. Diese Wirkung beschrankt sich nicht 
nur auf die Hefe, sondern kann auch, wie es aus den noch unveroffentlichten 
Untersuchungen Bodndrs hervorgeht, bei héheren Pflanzen beobachtet 
werden. Harden und Young*) klarten die Zusammensetzung dieser Ver- 
bindung, und sie schien einem Fructosediphosphorséureester zu entsprechen. 


1) C. Neuberg und B. Brahm, diese Zeitschr. 5, 438, 1905. 

2) C. Neuberg, ebendaselbst 9, 557, 1908. 

8) A. Harden und W. Y. Young, Proc. of the Chem. Soc. 21, 189, 1905; 
zitiert nach A. Harden und W. Y. Young, diese Zeitschr. 32, 173, 1911. 

4) L. Ivanoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 281. 1907. 
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Sie wurde als solche von C. Neuberg, Farber, Levite und Schwenk') erkannt. 
Harden und Young nahmen sogar an, daB die Hexosephosphorséure am 
Garakt zwangslaufig beteiligt sein muB. Newberg zeigte jedoch, daB es 
Hefen gibt, die vergaren, ohne zu phosphorylieren. Nach den Unter- 
suchungen Neubergs*) ,,liegt der Anteil der Phosphorylierung noch nicht 
klar zutage, und man wird, ohne eine Bedeutung des Vorganges in Abrede 
stellen zu wollen, doch kaum behaupten kénnen, da8 in der Fructose- 
diphosphorsaure die zwangsliufige Bindungsform des Zuckers beim normalen 
Giarakt festgestellt worden ist‘. — Die wichtige Rolle des Fructose- 
diphosphorséureesters im tierischen Organismus wurde durch Embden und 
seine Mitarbeiter geklart, indem sie es bewiesen, daB die Glucose im Muskel 
fiir die anaerobe Milchsaiurebildung zu Hexosediphosphorséure verestert 
wird. Das reichliche Auftreten der Milchséure in der Muskulatur veranlaBte 
Embden, Kalberlah und Engel*) nachzupriifen, ob die gebildete Milchsaiure 
den Kohlenhydraten entspricht. Die Versucie fiihrten nicht zu dem er- 
warteten Ergebnis, da die Menge der gebildeten Milchsaéure nicht mit den 
oft nur in Spuren nachweisbaren Kohlenhydraten in das entsprechende 
Verhialtnis gebracht werden konnte und ein Zusatz von Glykogen und 
Traubenzucker die Milchsaéurebildung nicht steigerte. Diese Ergebnisse 
veranlaBten Embden, Griesbach und Schmitz*) zur Annahme einer besonders 
gearteten Milchsaiurevorstufe, die sie als ,,Lactacidogen‘‘ bezeichneten. 
Es wurde gleichzeitig beobachtet, daB eine gesteigerte Milchsaurebildung 
im MuskelpreBsaft von Phosphorséurebildung begleitet ist. Eine ver- 
mehrte Phosphorsiureausscheidung durch den Harn nach angestrengter 
Muskelarbeit war schon durch G. J. Engelmann®) beobachtet worden. 
Th. Weyl und H. Zeitler*) hatten in einer Reihe von Versuchen nach Reizung 
des einen Ischiadicus mit tetanisierenden Strémen die Vermehrung des 
wasserliéslichen Phosphors festgestellt; der Lecithinphosphor wurde etwas 
vermindert, aber bei weitem nicht geniigend, um die aufgetretene Phosphor- 
siure zu decken. Diese Versuchsergebnisse sowie die eigenen Befunde von 
Embden, Griesbach und Schmitz, wobei sie die neugebildete Phosphorsaure 
und Milechséure in aquimolekularen Mengen fanden, fiihrten zu der Annahme, 
daB das Lactacidogen eine organische Phosphorsiureverbindung sei, die 
auf fermentativem Wege unter Bildung aquimolekularer Mengen Phosphor- 
siure und Milchsaure zerlegt wird. HEmbdens Annahme war weiterhin, daB 
die Saurebildung im MuskelpreBsaft durch ein Mehrangebot der Vorstufe 
erhéht wird. Bei Zusatz von Fructosediphosphorséiure zum MuskelpreBsaft 
zeigte sich in den Versuchen von Embden, Griesbach und Schmitz eine deut- 
liche Mehrbildung von Milchséure und Phosphorsiure. Die genannten 
Forscher halten daher die Fructosediphosphorsiure fiir die Quelle der 
mehrgebildeten Sauren. 

Eine mit der Substanz von Harden und Young identische Fructose- 
diphosphorsiure wurde sodann in der Phenylhydrazinverbindung des 


1) C. Neuberg, E. Farber, A. Levite und E. Schwenk, diese Zeitschr. 838, 
245, 1917. 

2) Ebendaselbst 108, 320, 1920. 

3) G. Embden, ebendaselbst 45, 45, 1912. 

4) G. Embden, W. Griesbach und E. Schmitz, H. 931, 1914. 

5) G. J. Engelmann, Arch. f. d. ges. Anat. u. Phys. 1871, 8. 14; zitiert 
nach HEmbden. 

6) Th. Weyl und H. Zeitler, H. 6, 557, 1882; zitiert nach Embden, |. c. 


ri 


2 
5 
é 








i 
: 
t 
if 


Fructosediphosphatase in menschlichen Organen. I. 49 


Fructosephosphorséureosazons aus der Muskulatur von Pferd, Kaninchen 
und Hund isoliert. Lactacidogen ist nur aus der quergestreiften Muskulatur 
isoliert worden. Systematische, chemisch-anatomische Studien zeigten, 
daB das Vorkommen der Fructosediphosphorsiéure eine allgemeine physio- 
logische Bedeutung habe’). 

Dafiir, daB die Hexosediphosphorsaure eine intermediire Form des 
Kohlenhydratmolekiils beim Abbau der Hexose im tierischen Organismus 
sei, wurden bisher keine sicheren Anhaltspunkte gewonnen. 4H. Euler 
und Funcke*) fanden, daB nach der Verabreichung von Calciumhexose- 
phosphat per os an Kaninchen die in dem Kohlenhydratester zugefiihrte 
Phosphorséure gréBtenteils in anorganischer Form ausgeschieden wird 
und daS8 der Glycerinextrakt frischer Kaninchendarmschleimhaut aus 
Hexosephosphat Phosphorsiure abspaltet; Glycerinextrakt aus der Darm- 
schleimhaut des Schweines zeigte nach H. Eulers*) Versuchen das gleiche 
Verhalten. Nach den Versuchen von Hagemann‘) besitzt auch der 
UteruspreBsaft ein Lactacidogen spaltendes Ferment, so da8 er zu- 
gesetzte Hexosephosphorsiure verarbeiten kann. Auch im Nieren- und 
HodenpreBsaft wurde das gleiche Ferment nechgewiesen. Battelli und 
Stern zeigten, daB die Atmung im Muskelgewebe durch Waschen mit 
Wasser erlischt und durch Zugabe des Extraktes wieder hervorzurufen 
ist. Sie machten dafiir eine Substanz, das ,,Pnein‘‘, verantwortlich. 
O. Meyerhof*) fand, daB die Atmung grob zerkleinerter Froschmuskulatur 
durch mehrfaches Ausziehen mit groBen Mengen Wassers_ erlischt, 
durch Zugabe des Muskelkochsaftes oder Hefekochsaftes aber wieder 
hervorgerufen wird. Daraus la8t sich der SchluB ziehen, daB das Koenzym 
der Géirung mit dem Atmungskérper der getéteten Hefe und des Muskel- 
gewebes wenigstens zum Teil identisch ist, was die Hypothese unter- 
stiitzt, daB die ersten Phasen der Atmung und Garung nahe verwandt 
sind. Embden und Laquer®) stellten fest, daB die Glucose im Muskel fiir die 
anaerobe Milchsiurebildung zu Fructosediphosphorsiure verestert wird. 
Embden alt trotz der weitgehenden Ubereinstimmung der bei Hefegarung 
auftretenden Hexosediphosphorsiure und des Muskellactacidogens beide 
Substanzen nicht fiir véllig identisch. Meyerhof fand, daB zwischen dem 
Garungskoferment und dem Atmungskérper kein wesentlicher Unterschied 
sei. Nach den Versuchen Meyerhof{s scheint es sich in allen tierischen Organen 
vorzufinden. Tomita’) untersuchte in Neubergs Institut tierische Organe 
beziiglich ihres enzymatischen Spaltungsvermégens fiir die Hexosemono- 
phosphorsaure, die man nach Neuberg*) durch partiellen Abbau der Fructose- 
diphosphorsiure leicht gewinnen kann. Tomita dachte daran, da8 der 
Abbau des Lactacidogens durch Abspaltung eines Phosphorséiuremolekiils 
auch diese Stufe durchlaufen mu8. Er fand, daB die Organe des Warm- 
und Kaltbliiters ein Ferment enthalten, welches die Hexosemonophosphor- 
siure hydrolysiert. Am stirksten wirkte die Niere, am schwachsten der 


1) Schmitz, Klin. Wochenschr. 1, 432, 1922. 
*) H. Euler, Ingwe Funcke, H. 77, 488, 1912. 
3) H. Euler, H. 79, 375, 1912. 
4) H. Hagemann, H. 93, 54, 1914. 
5) O. Meyerhof, H. 101, 165; 102, 1, 1918. 
6) G. Embden und F. Laquer, H. 98, 181, 1917. 
. 1) M. Tomita, diese Zeitschr. 181, 170, 1923. 
8) C. Neuberg, ebendaselbst 88, 432, 1918. 
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Muskel. Eine Klarung der Rolle des Lactacidogens in der Muskulatur 
geschah durch sinnreiche Versuche Embdens. Embden*) untersuchte die 
Lactacidogenverteilung in der quergestreiften Muskulatur und fand, da 
der rascher arbeitende weiBe Kaninchenmuskel mehr _ Lactacidogen- 
phosphorsaure enthalt als der ausdauernd arbeitende rote. Embden nannte 
alle organische Phosphorsaéure, die nicht Lactacidogenphosphorsaure ist, 
,,»Restphosphorséure. Es kann daher daran gedacht werden, da8 der 
Lactacidogenreichtum einen Zustand erhéhter Arbeitsbereitschaft bedeutet. 
Die Differenz des Lactacidogengehaltes der Muskulatur an verschiedenen 
Fréschen entspricht den Schwankungen der Betatigungsbereitschaft. 
Embden denkt daran, daB die Restphosphorséure bei andauernder Tiatigkeit 
auch in Lactacidogen-Phosphorsiéure verwandelt werden kann, und da8 das 
Muskelglykogen eine Reserve fiir das Lactacidogenkohlenhydrat sei. Nach 
alledem war es wahrscheinlich, daB das Lactacidogen die Betriebssubstanz 
des Muskels ist. Es gelang am Kaninchen und Hunde nachzuweisen, daB 
bei starker Arbeit die Menge der freien Phosphorséure zu jener der Lacta- 
cidogenphosphorséure abnimmt?). Es wurde ferner gezeigt, daB die Phos- 
phorséure im Saugetiermuskel nur dann frei bleibt, wenn keine erheblichen 
Kohlenhydratbestiinde mehr zur Verfiigung stehen. Dies wurde dahin 
gedeutet, daB in Gegenwart von Kohlenhydraten die Phosphorsiure immer 
wieder durch einen synthetisch-assimilatorischen ProzeB gebunden wird; 
dadurch gewinnt die Fructosediphosphorsaure die Bedeutung eines Zwischen- 
produktes beim Abbau der Kohlenhydrate im Muskel. Wenn man sich 
diese Auffassung von der sofortigen Verwendung der frei gewordenen 
Phosphorséure zu eigen macht, so gewinnt die Hexosephosphorsiure die 
Bedeutung eines Zwischenproduktes beim Abbau der Kohlenhydrate im 
Muskel. Die Phosphorséure wird zu dem Vehikel, das immer neue Mengen 
von Kohlenhydrat dem Abbau zufiihrt*). Bei ergostatisch gemessener 
Muskelleistung von kraftigen Mannern stellte es sich heraus, daB dieselben 
bei Verabreichung eines phosphorsaéurehaltigen Trankes wesentlich erhéht 
wurde. Die Versuche wurden nachher bei Marschleistungen von Soldaten 
auf ganze Regimenter erweitert, und sie erwiesen stets die entscheidende 
Rolle der Phosphate bei der Erhéhung der Leistungsfihigkeit*). Der 
Ausgangspunkt dieser Versuche war die Annahme, da8 die Lactacidogen- 
synthese bei der Verabreichung von Phosphaten erhéht wird und daher 
mittelbar auch die Leistungsfaihigkeit des Muskels begiinstigt wird. 

Die Sauren — Milchséure und Phosphorsiure — sollten so bei der 
Muskelstarre wie auch bei der Kontraktion eine wichtige Rolle spielen. 
Es wird angenommen, daS zur Erzeugung der Muskelkontraktion die 
physikalisch-chemische Einwirkung der frei werdenden Siuren — Milch- 
und Phosphorséiure — benutzt wird. Nach Fiirth und Lenk besteht die 
Muskelstarre in einer Quellung der Fibrillen, hervorgerufen durch ent- 
standene Milchséure, Gerinnung der Muskelkolloide list die Starre. DaB 
auch die normale Muskelkontraktion die Folge der Entstehung von Milch- 
siure ist, die Erschlaffung die Folge ihrer Verbrennung, wurde von Pauli®) 
wahrscheinlich gemacht. 


1) @. Embden, Med. Klinik 19, 732, 1919. 

*) Embden, H. 118; zitiert nach Schmitz, Klin. Wochenschr. 1, 432, 1922. 

3) Schmitz, Klin. Wochenschr. 1, 432, 1922. 

*) Embden, Med. Klinik 19, 8. 738, 1919. 

5) Zitiert nach H. H. Meyer und Gottlieb, Experimentelle Pharmakologie 
4, 485, 1919. 
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Es schien daher interessant, nachzupriifen, ob die menschlichen 
Organe bzw. das von menschlichen Organen hergestellte Organpulver*) 
einen Fructosediphosphorsiureester auf enzymatischem Wege spalten 
kénnen oder nicht. Durch den Nachweis der Anwesenheit eines solchen 
Ferments in zahlreichen Organen wire mindestens jene Bedingung 
geklart, da8 im Menschenorganismus ein Enzym vorhanden ist, welches 
eine beim pflanzlichen Zuckerabbau fakultative intermediire Form 
des Kohlenhydratmolekiils, das in den meisten tierischen Organen 
vorkommt, zerlegt. Hiernach ware ein im Pflanzenreich verbreitetes 
Enzym auch in dem tierischen Organismus vertreten, und die Spaltung 
der Fructosediphosphorsiure scheint eine allgemeine physiologische 
Wichtigkeit zu haben. 

Die Versuchsmethodik war dieselbe wie die bereits bei den Unter- 
suchungen beziiglich der enzymatischen Spaltung der Glycerinphosphor- 
siure beschriebene. Fructosediphosphorsaures Calcium wurde mit 
Natrium oxalicum zum Natriumsalz umgewandelt. 

Diese Verbindung wurde durch die Gefialligkeit des Herrn Prof. 
Neuberg dem Herrn Prof. Bodnér iiberlassen, von dem ich sie erhielt ; 
es sei gestattet, fiir die liebenswirdige Uberlassung meinen besten 
Dank auch hier auszusprechen. Es wurden stets 0,5 g Organpulver 
in 100 ccm der Lésung bei 37°C untersucht. Die Proben wurden 
48 Stunden im Thermostaten gelassen. Die Untersuchungen — und 
zwar die Bestimmung der Menge der abgespaltenen Phosphorsiure — 
wurden in derselben Weise ausgefiihrt, wie dies bei den Untersuchungen 
beziiglich der Glycerophosphatase in menschlichen Organen bereits 
geschildert ist. Bei der Anstellung der Versuche wurden immer auch 
Fructosediphosphorsaurelésungen fir sich gepriift. 

Es wurden folgende Organe untersucht: Leberkrebs, Hoden, 
Nebennieren, Herzmuskel, Milzmetastase eines Magencarcinoms, Meta- 
stase eines Uteruskrebses am Omentum, Schilddriise, normaler Musculus 
ileopsoas, Ileopsoas einer an Eklampsie gestorbenen Frau, Blutserum 
eines Gesunden, Blutkuchen, Amyloidniere, Milz, Leber, Fibromyoma 
uteri und Darm. Die Versuchsergebnisse sind in der nachfolgenden 
Tabelle derart geordnet, daB die Mengen des Mg, P,0, die Mittelwerte 
je zweier Proben, daher insgesamt vier parallele Untersuchungen 
bedeuten. Die Numerierung der Organe ist dieselbe wie bei den bisher 
veréffentlichten Untersuchungen iiber die Glycerophosphatase, dort- 
selbst befinden sich auch die histologischen Befunde. Beziiglich der 
Spaltungsprozente sei bemerkt, daB es sich um die Prozente der ab- 
spaltbaren Phosphorsiure handelt, da jedoch an das Fructosemolekiil 
zwei Phosphorsauregruppen angelagert sind, bleibt es natiirlicherweise 


1) E. Forrai, diese Zeitschr. 142, 282, 1923. 
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fraglich, inwiefern es zu einer vollstandigen Spaltung zu Fructose und 
anorganischer Phosphorsaure kam. 





| 
| 
| 
| 
| 


3 | ORT (aake po neatinis beg srr negal ipn-estee mas 
z i | ag auf 100 | saure Proz. 
2' Leberkrebs .-.- - 20 | pron | 0.0040 0.1175 44.27 
Tipe Reo aE. 20 | ones | 0,060 0.1430 55,14 
4, Nebenniere -- - - - 20 | Saome | 0,030 0.0975 37,60 
5 Hermmuskel ---- 20 | O0186 10,0054 0.0740 28,53 
6 a 20 | ms | 0.0073 0,1645 63,48 
7) ea 00279 | 0.0043 0.1200 46,27 
8 Schilddriise.... . 20 | pyro | 0,027 0,1720 66,52 
a ea lia 20 | oles | 0,045  0,0490 18,89 
10 a 20 | yori | 0.0058 0.1370 52,82 
11| Bluteerum .... - 20 | py | 0,0039 00260 10,03 
15 Amyloidniere . 20 | Cone | 0.0041 0.1460 56,29 
Wt ce 20 | O08 | 0.0070 0,1385 53.40 
Wi tie SS 20 | 20345 | 0.0047 | 0,1495 | 58,46 
15} Ceememe, SO 20 | 00002 ! 0,0030 | 0.0875 34,53 
0) time ee 20 | Qonrt 10,0076 0,090 38,17 
ra ee ee ee 20 { 00232 I 0,0055 | 0,0910 | 35,09 


Die Versuchsresultate zeigen ausnahmslos eine Spaltung. Der 
menschliche Organismus hat daher die Fahigkeit — mindestens in 
den untersuchten Organen — eine fakultative intermediare Form des 
Kohlenhydratmolekiils der Hefegirung, welches mit der ,,Kontraktions- 
substanz’* der Muskulatur nahezu identisch ist, enzymatisch zu spalten. 
Durch das Vorhandensein dieses Enzyms ist mindestens die Méglichkeit 
der enzymatischen Spaltung im tierischen Organismus fiir die erste 
Stufe auf einem Wege des pflanzlichen Zuckerabbaues vorhanden. 

Die gréBte Spaltung zeigte die Schilddriise (66,5 Proz.), die kleinste 
der gesunde Muskel (18,89 Proz.). Eine ziemlich groBe Differenz ist 
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, 
zugunsten des Psoas von einem Falle von Eklampsie im Vergleich 
zum Gesunden zu beobachten. Eine geringere Spaltung zeigt ein 
hepatocellularer Leberkrebs im Verhaltnis zur gesunden Leber. 

Ein ubiquitaéres Dasein des Ferments — mindestens in den unter- 
suchten Organen — muBte bei einer morphologischen Denkungsart zu 
dem Gedanken fihren, welche jener morphologischen Elemente es 
seien, die in simtlichen spaltenden Geweben gemeinsam waren. Die 
untersuchte Organenreihe enthalt Organe von ganz verschiedener 
Herkunft, deren morphologische gemeinsame Teile nur die darin be- 
findlichen mesenchymalen Elemente und das Blut waren; da aber 
jedes Organ eine Spaltung zeigte, konnte daran gedacht werden, daf 
ein in jedem Falle beobachtetes Spaltungsminimum sich in den morpho- 
logisch gemeinsamen Teilen lokalisiert. Das Spaltungsvermégen konnte 
daher so aufgefaBt werden, als wenn es sich aus zwei Komponenten 
zusammenstelite ; die eine lieferte das stabile, in jedem Organ befindliche, 


gemeinsame spaltende Element — die andere ware das Spezifische 
fiir jedes Organ. Das erstere wire — dementsprechend das Blut oder 
das. Mesenchym — eventuell beide zusammen. Das Blut bzw. der 


Blutkuchen zeigte tatsichlich eine Spaltung von 35,09 Proz. Das 
zeigt auch, daB eventuelle quantitative Differenzen im Spaltungs- 
vermogen der einzelnen Organe nicht allzu hoch geschatzt werden 
diirfen, da doch die Blutfiillung eine verschiedene gewesen sein kann. 
Das Spezifische fiir die einzelnen Organe kénnte nur mit entbluteten 
und durchgewaschenen Tierorganen ermittelt werden. Immerhin zeigen 
die einzelnen Organpulver so erhebliche Spaltungsdifferenzen, daB 
dieselben sich aus den Unterschieden der Blutfiillung nicht erklaren 
lassen. Da die spezifischen Eigenschaften der menschlichen Fructose- 
diphosphatase nicht bekannt sind, ist es méglich, daB die stark spalten- 
den Organe dem Enzym die optimalen Bedingungen bieten. 


Zusammenfassung. 


Menschliche Organpulver wurden untersucht, ob dieselben den 
Fructosediphosphorsiureester enzymatisch in vitro spalten. 

Es wurde nachgewiesen, da eine Reihe von menschlichen Organen 
das fructosediphosphorsaure Natrium enzymatisch spaltet. Es zeigten 
sich erhebliche Unterschiede im Spaltungsvermégen der einzelnen 
Organe. Kleinere Differenzen des Spaltungsvermégens kénnen nicht 
gehérig gewertet werden, da auch das Blut bzw. der Blutkuchen eine 
Spaltung zeigt und Differenzen der Blutfillung in den einzelnen Organen 
sicherlich vorhanden waren. 











Differenzierung menschlicher Phosphatasen. 


Von 
Elemér Forrai. 


(Aus dem kénigl. ungarischen pflanzenbiochemischen Institute Budapest 
und aus dem chemischen Institute der Universitit Szeged.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1923.) 


Die Phosphatasen, welche von den organischen Phosphorsaure- 
verbindungen anorganische Phosphorsiure abspalten, kommen sowohl 
im pflanzlichen wie auch im tierischen und menschlichen Organismus 
vor und diirften im Stoffwechsel der Lebewesen eine vielleicht noch 
bei weitem nicht gehérig gewiirdigte Rolle spielen. Die Literatur 
findet sich in meiner vorstehenden Mitteilung iiber Fructosediphospha- 
tase sowie in Mitteilungen iiber Glycerophosphatase und Saccharose- 
phosphatase in menschlichen Organen vor?). 

Es wurde — wie bereits veréffentlicht — Glycerophosphatase, 
Fructosediphosphatase und Saccharophosphatase in den menschlichen 
Organen gefunden. Es sei kurz bemerkt, daB die von den genannten 
Enzymen gespaltenen Ester eine wichtige biologische Rolle spielen. 
Die Glycerinphosphorsdure ist ein Spaltprodukt der biologisch so 
wichtigen Lipoide. Die Fructosediphosphorsiure spielt bei der Hefe- 
giirung eine wahrscheinlich auBerst wichtige Rolle und dirfte auch 
im tierischen sowie menschlichen Kohlenhydratabbau ein entscheidender 
Faktor sein. Ihre Rolle wurde in der Form des Lactacidogens von 
Embden und seinen Mitarbeitern geklirt. Sie wiirde nach Schmitz 
ein Vehikulum sein, welches der Spaltung stets neue Kohlenhydrat- 
mengen zufiihrt. Der dritte Ester, die Saccharosephosphorsaure, kommt 
dagegen im Organismus nicht vor und ist als Naturprodukt nicht 
bekannt. Es war nun die Frage, ob die Enzyme, welche diese Ester 
zerlegen, dieselben sind oder voneinander verschiedene Fermente. Was 
die chemische Struktur dieser Ester betrifft, so ist die Phosphorsaure in 
denselben auf gleiche Weise verestert, und die enzymatische Spaltung 
kénnte geradeso durch eine gemeinsame Esterase besorgt werden 
wie durch spezifische Enzyme. 


1) BE. Forrai, diese Zeitschr. 142, 281, 1923. 
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Es sollen nun auf Grund meiner Untersuchungen iiber Glycero-, 
Fructosedi- und Saccharosephosphatase der menschlichen Organe die 
Versuchsergebnisse verglichen werden, da es aus diesen ersichtlich ist, 
daB die genannten Phosphatasen voneinander verschiedene Enzyme sind. 

Die Versuchsergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle derart 
zusammengestellt, daB die abgespaltene Phosphorséure in Prozent- 
z#hlen der abspaltbaren Phosphorséiure verzeichnet ist. 





Zersetzte | Zersetzte 


Nr. Zersetzte | 
| Glycerine  Fructoses | Saccharose- 
des Untersuchtes Organ phosphor: | diphosphors} phosphors 
Organs | Saure saure saure 
Proz. Proz. Proz. 
de eg eee Ne A eae ee ne ae 42.8 nicht oe 
untersucht 
2 1 Caer os ee BNI 29,18 44,27 22,94 
SM ag a 9,34 55,18 — 
a DE se oe Sk ae eae Se 18,2 37,60 18,92 
Si) Siar oa SRO OS _— 28,53 _- 
6 | Milzmetastase eines Magenkrebses . 16,66 63,43 16,81 
7 Metastase eines Gebarmutterkrebses 14,01 46,27 7,98 
8 MO bc et ee ee 13,72 66,52 
9 | Muskel (normal). ......... — 18,89 — 
10 || Muskeleklampsie ......... 5,49 52,82 — 
11 || Blutserum (normal) ........ = 10,03 — 
ie ee oe Poke ae eee 6,81 © nicht 13,44 
untersucht 
ee ON eo. bee eo ee 22,19 ; 
PR ee Ee oS eS 3,89 53,40 | nicht 
MRS sae 6 cack Wie highly ee, «alae 12,27 58,46 unter: 
18  Fibrimyom der Gebirmutter .. . 4,09 34,53 sucht 
ee ae oe a ee eae es 74.54 38,17 


Es ist aus der Tabelle ersichtlich, wie bereits betont, da® die 
Glycerinphosphorsiure durch die Organe epithelialer Natur enzymatisch 
zerlegt wird, wahrend dieselbe von den Organen des Mesenchyms nicht 
angegriffen wird. Die Fructosediphosphorsaure wird vom Blute zersetzt 
und scheint auch auBerdem von siamtlichen untersuchten Organen 
gespalten zu werden, da die abgespaltene Menge der anorganischen 
Phosphorsaure die Menge, welche vom in den Organpulvern anwesenden 
Blute abgespalten werden kénnte, iiberschreitet. Die Saeccharose- 
phosphorsaiure wird von den Organpulvern am wenigsten angegriffen. 
Es zeigen nur die karzinomatésen Organe, auBerdem Nebenniere und 
Pankreas eine Spaltung, so daf es sich um dasselbe Enzym, welches 
die Fructosediphosphorsaure spaltet, nicht handeln kann. Die Saccha- 
rosephosphorséure wird zwar ahnlich der Glycerinphosphorsiéure von 
keinem mesenchymalen Organ zerlegt — jedoch von der Niere z. B., 
welche von der Glycerinphosphorsiiure 42,8 Proz. abspaltet, nicht an- 
gegriffen —, desgleichen auch von der Schilddriise. Es wiren daher 
die menschliche Saccharophosphatase, die menschliche Glycerophospha- 
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tase und Fructosediphosphatase voneinander verschiedene Enzyme. 
Die eine Bedingung der enzymatischen Verarbeitung der genannten 
Ester, das Vorhandensein des Enzyms, ware daher in verschiedenen 
Organen des Menschen gegeben. Sollte eine enzymatische Spaltung 
dieser Ester im Organismus des Menschen stattfinden — was bei einem 
Spaltprodukte der Lipoide, wie die Glycerinphosphorséure, oder einem 
eventuellen Kohlenhydratabbauprodukt, wie die Fructosediphosphor- 
saure, sogar wahrscheinlich ist —, so kann dieselbe bei der Glycerin- 
phosphorsaure in den epithelialen Organen bei der Fructosediphosphor- 
siure in den meisten Organen — auch im Blute — zustande kommen. 
Die enzymatische Verarbeitung dieser beiden Ester mu8 daher min- 
destens teilweise gesondert vor sich gehen. 


Zusammenfassung. 


Die menschliche Saccharosephosphatase, Fructosediphosphatase 
und Glycerophosphatase sind voneinander verschiedene spezifische 
Enzyme. Die Spaltung der genannten Ester wird nicht durch eine 
gemeinsame Esterase besorgt. 
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Uber 
den osmotischen Druck einiger hochmolekularer Elektrolyte. 


Von 
Erik Jorpes und E. G. Hellgren. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 19. November 1923.) 


Das Natriumsalz der Benzidin-tetrazo-dinaphthylamin-di-sulfon- 
siure, Kongorot, gibt nach Biltz und Vegesack1), Bayliss®), Donnan 
und Harris*) einen direkt gegen Wasser gemessenen osmotischen Druck, 
der nur so hoch ist wie der fiir den undissoziierten Zustand berechnete, 
obgleich die Dissoziation in verdiinnten Lésungen eine fast vollstandige 
ist. Ahnliche, aber kleinere Abweichungen von dem erwarteten Druck 
hat auch Biltz fiir andere Farbstoffe gefunden. Die genannten Autoren 
deuten indessen das Phinomen als eine Aggregation, die eben die 
Dissoziation aufhebt, eine Erklérung, die, wie auBerst unwahrscheinlich 
sie auch lautet, von Héber in seinem Lehrbuch‘) aufgenommen wird. 
Donnan meint, daB der Grund zu dem abnormen Drucke eher als ein 
Membranphanomen in irgend einer unerklirten Weise zu denken sei. 
FE. und H. Hammarsten haben nun gezeigt®), daB diese Deutungen un- 
richtig sind, indem bei gewissen Elektrolyten, wie Thymonucleinsaure, 
Protaminchlorid, Histonchlorid, wo die Wasserstoff- und Chlorionen- 
konzentrationen direkt elektrometrisch gemessen wurden, die gefundenen 
osmotischen Drucke in der Tat durchgehend erheblich kleiner waren 
als die fiir nur die gemessenen Ionenkonzentrationen berechneten. Da 
diese Elektrolyte auch bei Messungen vom elektrischen Leitvermégen 


1) W. Biltz (mit v. Vegesack), Zeitschr. f. physikal. Chem. 68, 357, 1909; 
73, 481, 1910; W. Biltz, ebendaselbst 77, 91, 1911. 

2) W. M. Bayliss, Proc. Roy. Soc., Ser. B, 81, 269, 1909. 

3) F. G. Donnan und Harris, Transact. of the Chem. Soc. 99, 1554, 1911. 

*) Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, 1914, S. 268. 

5) Arch. for Kemi, Mineralogi och Geologi; Kungl. Svenska Vetensk. 
Akad. 8, 27. 
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sich als fast vollstandig dissoziiert zeigten, konnte eine Aggregation 
in keiner Weise die zu niedrigen Drucke erklaren.. Gefrierpunkts- 
messungen gaben innerhalb der Fehlergrenzen gute Ubereinstimmung 
mit den manometrischen Druckmessungen. Donnans Erklarung fir 
den abnormen Druck als ein Membranphinomen ist also hinfallig. 
H. Hammarsten zeigte weiter, daB der abnorme Druck erst bei relativ 
groBen Molekiilen auftrat. Das Natriumsalz der Guanylsiure hatte 
den normalen, nach dem Dissoziationsgrad berechneten osmotischen 
Druck und ein Volumen des ganzen Molekiils in Wasserlésung von 
197 ccm, wahrend Glykocholsiure, Taurocholsiure und Thymonuclein- 
siure samt ihren Natriumsalzen mit steigenden Molekiilvolumina immer 
griBere Abweichungen im Sinne eines zu niedrigen Druckes zeigten. 
Da Elektrolyte mit hohem Molekilgewicht aber relativ kleinem Molekiil- 
volumen, wie Metawolframsiéure, einen normalen osmotischen Druck 
haben, lag es nahe anzunehmen, daB die gefundenen Abweichungen 
mit den groBen Molekiilvolumina in Zusammenhang standen. In 
Betracht des groBen Interesses der Resultate sowohl aus theoretischem 
wie aus praktisch biologischem Gesichtspunkte war es wiinschenswert, 
die Versuche zu vervollstandigen und auch die Resultate von Biliz, 
Bayliss und Donnan zu kontrollieren. Kongorot hat ein Molekil- 
volumen, das verhaltnismaBig klein ist, und es war deshalb zu erwarten, 
daB die Abweichung von van ’t Hoffs Gesetz nicht so groB sein konnte, 
wie die von den genannten Autoren gefundenen. Es war auch wiinschens- 
wert, die Versuchsbedingungen so zu wahlen, daB die Abweichungen 
im osmotischen Druck der zu priifenden Verbindungen nicht etwa 
durch wesentliche Verschiedenheiten in der Struktur kompliziert werden 
konnten. Wir haben deshalb auf Vorschlag von HL. Hammarsten eine 
Reihe von Salzen der Kongosiure mit den homologen aliphatischen 
Aminen untersucht. Gleichzeitig haben wir auch die Natrium- und 
Ammoniumsalze geprift. Es war nach den Resultaten von EZ. und 
H. Hammarsten zu erwarten, daB der osmotische Druck mit steigenden 
Molekilvolumina der Amine gréBer werden muBte. Wenn die Be- 
trachtungsweise zulaéBlich ist, daB bei Verbindungen von grofen Ionen 
mit kleineren, wie Nat, H* und —Cl, diese in das Planetsystem der 
groBen Ionen einbezogen werden und dadurch eben wie die einzelnen 
Atomkomplexe im groBen Ion nicht mehr osmotisch als selbstandige 
Massen wirken, so miiBte diese ,, Verbergung* von kleineren Ionen mit 
steigenden Volumina derselben unvollstaéndiger werden. Unsere Re- 
sultate stehen unzweideutig in Ubereinstimmung mit dieser Hypothese. 

Die osmotischen Drucke wurden, wo dies méglich war, direkt mit 
der Steighéhenmethode gemessen. Bei den Verbindungen mit Triathyl- 
und Tripropylamin versagte leider diese Methode, indem Fallungen in 
der Innenflissigkeit auftraten. Da weder solche Fallungen noch ultra- 
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mikroskopische Aggregation durch die Dialysewirkung bei den Natrium-, 
Ammonium- oder Trimethylaminverbindungen auftraten, sind wir nicht 
imstande, das Verhalten der Triathyl- und Tripropylsalze zu erklaren. 
Vielleicht kénnte der Umstand verantwortlich sein, da8 fiir die Steig- 
héhenmessungen mit diesen Salzen eine ziemlich alte Kongoblau- 
lésung zur Verwendung kam. 

Die Gefrierpunktsmessungen wurden mit einer Genauigkeit von 
£0,001 bis 0,002 gemacht, und die Werte sind ja demgem&8 nur 
auf +18cm Wasserdruck genau. Bei unseren Versuchsbedingungen 
wirde dies bis héchstens +10 Proz. Unsicherheit bedeuten. 


Experimentelles. 


25 g Kongorot (von Kahlbauwm bezogen) wurden in 700 com Wasser 
gelést, mit einem Uberschu8 an Salzsiure versetzt und die Lésung mit 
der entstandenen Fallung von Kongoblau in zwei groBe Kollodium- 
hiilsen gebracht. Diese steckten in Wasser von 40°, das jeden Tag in 
3 Wochen erneuert wurde. Nach dieser Zeit gaben 300 ccm der AuBen- 
fliissigkeit nach Eindampfen keine Reaktion auf Sulfat- oder Chlor- 
ionen. Die Innenflissigkeiten wurden dann in einen Jenakolben gebracht 
und zum Kochen erhitzt. Der Kolben wurde mittels eines Gummi- 
stopfens mit Heber und Natronkalkrohr montiert, verschlossen und 
die Lésung so aufbewahrt. Diese Stammlésung diente zur Herstellung 
der Salze mit Natrium und den Aminen. Der Gehalt an Kongoblau 
wurde durch Wagung nach Eindampfen und Trocknen zum konstanten 
Gewicht bei 120° im Vakuum zu 3,46 g auf 100 ccm (= 0,0531 mol.) 
bestimmt. 


Die Analyse auf Schwefelsiure gab folgende Werte: 





“Substanz H,SO, 
der Ba SO, “ene me 
freien Saure gefunden berechnet 
g g Proz. Proz. 
2,0872 13553 | 273 san 
1,7811 11423 | 26,95 oe 
Mitttel. . 27,13 30,00 


0,2468 g der freien Siure gaben nach Verbrennung keinen wag- 
baren Riickstand. 

Im Kardioidultramikroskop zeigte die Lésung griine Farbe und 
eine unzahlbare Masse lebhaft beweglicher Partikeln. 

Die verschiedenen Salze wurden durch Zusatz von genau den 
berechneten Mengen der kohlenséurefreien Basenlésungen, ohne dab 
die Lésungen auch nur fiir einen Augenblick mit kohlensiurehaltiger 
Luft in Berithrung kamen, bereitet. Auch die Uberfiihrung in die 
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Kollodiumhiilsen bei den osmotischen Messungen geschah in einem 
durch Natronkalkrohre abgeschlossenen System. Die Verdiinnungen 
der Salzstammlésungen wurden in den Kollodiumhiilsen mit kohlen- 
siurefreiem Wasser gemacht. 

Zu den Gefrierpunktsmessungen wurden die Salzstammlésungen 
verwendet. Die Konzentrationen in den Steighéhenversuchen wurden 
durch Wagung bestimmt nach Eindampfen mit einem genau abge- 
messenen Uberschu8 an Natronlauge, Zusatz der aquivalenten Menge 
Salzsiure und Korrektion fiir das Gewicht des gebildeten Kochsalzes. 
Dieses Gewicht wurde in Parallelversuchen ohne Kongoverbindung 
besonders ermittelt. Die Konzentrationen des Natriumsalzes der 
Kongosaure wurden direkt durch Wagung nach Eindampfen bestimmt. 

Um die Hydrolyse in den osmotischen Versuchen méglichst zuriick- 
zuhalten, wurden als AuBenfliissigkeiten verdiinnte Lésungen der ent- 
sprechenden freien Basen verwendet. Die AuSenfliissigkeiten wurden 
alle 12 Stunden durch immer schwiachere Basenlésungen vertauscht, 
wobei die zwei letzten aus kohlenséurefreiem Wasser bestanden. Es 
zeigte sich in Versuchen mit Trimethylamin, daB eine n/1000 Lésung 
dieser Base in weniger als 10 Stunden in einer der gebrauchten Kollo- 
diumhiilsen gegen 200 ccm Wasser einen osmotischen Druck 0 gab. 
Da weiter die elektrometrischen Wasserstoffionenmessungen in den 


Innenflissigkeiten in allen Versuchen schwach saure Reaktion (py, etwa6) . 


gaben, und die Steigkurven wahrend 6 bis 10 Stunden unveranderliche 
Maximalwerte zeigten, war es erwiesen, daB wir in unseren Versuchen 
osmotisches Gleichgewicht erreicht hatten. Die ultramikroskopische 
Untersuchung der Innenfliissigkeiten (ohne Verdiinnung) zeigte nur 
vereinzelte bewegliche Partikeln in jedem Gesichtsfelde. Samtliche 
AuBenfliissigkeiten waren in allen Versuchen vollig ungefarbt. 

Die Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt worden. 

In Kolumne 10 und 11 sind die Verhaltnisse zwischen den ge- 
fundenen und den fiir den undissoziierten Zustand berechneten Drucken 
angegeben. Fir das Natriumsalz fanden Bayliss und Donnan dies 
Verhaltnis = 0,90 bis 0,97, waihrend unsere Bestimmungen unzweifel- 
haft zeigten, daB ein Teil der Natriumionen osmotisch wirksam war. 
Versuche mit dem Ammoniumsalz ergaben auffalligerweise das Ver- 
haltnis = 1,00, wahrend man héhere Werte zu erwarten hatte, weil 
H,N gréBer als Na ist. LZ. Hammarsten hat auch fiir das Ammoniumsalz 
der Thymonucleinséure das Verhaltnis 1,20 bis 1,32 gefunden und fiir 
das Natriumsalz 0,80. Das Ammoniumsalz der Kongoséure war nun 
nicht aus derselben Kongoblaulésung wie die iibrigen Salze dargestellt, 
sondern durch Dialyse des unreinen Ammoniumsalzes bereitet. Die 
zu den Bestimmungen benutzte Stammlésung des Ammoniumsalzes 
gab bei elektrometrischen Cc)-Messungen eine Co, von 0,000685 n. 





Tabelle 1. 
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Vielleicht waren auch andere Salze da, und sowohl die dadurch bedingte 
scheinbar héhere, gefundene Konzentration wie auch ein allerdings 
sehr kleiner Donnaneffekt miBten das Verhaltnis, Kolumne 11, nieder- 
driicken. Die Verhaltnisse, Kolumnen 10 und 11, fiir die Aminsalze 
zeigen einwandfrei das Ansteigen des osmotischen Druckes mit wachsen- 
den Molekiilvolumina der Amine. Die Volumina der drei Amine miissen 
sich wie 1: 2:3 verhalten. Es ist aber nicht méglich zu sagen, ob die 
Steigerungen im Druck gegen die Molekiilvolumina proportioniert 
waren. Die Gefrierpunktsbestimmungen am _ Tripropylaminsalz 
variierten naimlich erheblich. Der Wert 2,42 wiirde sehr gut mit voller 
Proportionalitat stimmen und ist wahrscheinlich der richtigere, da das 
Verhiltnis 3,00 vollstaindige Dissoziation voraussetzt. Vorlaiufig kann 
also die mathematische Abhangigkeit zwischen Molekiilvolumina und 
dem osmotischen Druck nicht sicher definiert werden. Da aber eine 
solche Abhingigkeit bei gewissen GréBenverhiltnissen der I[onen 
existiert, dariiber kann kein Zweifel mehr herrschen. 
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Neue Beitrige zur Frage nach der Adsorption der Eiweib- 
abbauprodukte durch Erythrocyten. 


Von 
N. Griasnow. 
(Aus dem mikrobiologischen Institut zu Rostow am Don.) 


(Eingegangen am 28. November 1923.) 


In seiner Arbeit!) hat Sbarsky Beweise fiir die Adsorption der 
EiweiBabbauprodukte durch Erythrocyten des Blutes angefiihrt; da 
er aber nur chemisch gearbeitet hat, bleibt die Frage unentschieden, 
ob dabei auch etwa Toxine (Sharsky arbeitete mit Diphtherietoxin) 
oder lediglich die Abbauprodukte allein adsorbiert wurden. 

Daher sind auf unseren Vorschlag im bakteriologischen Institut 
zu Rostow am Don von Fraulein Dr. Ermilowa biologische Versuche 
iiber Adsorption des Diphtherietoxins durch das Blut mittels nach- 
folgend beschriebener Methodik angestellt worden. 

Zu 1 ccm Oxalatblut wurde eine Diphtherietoxin-dose hinzugefiigt, 
die bei intramuskulirer Applikation bei einer Taube ein Odem hervor- 
bringt. Die Dose unseres Toxins betragt 0,035 (0,03 bewirkt noch kein 
Odem). Die Gesamtmenge der Flissigkeit belief sich auf 7ccm. Es 
wurden Versuche am Menschen-, Pferde-, Hammel-, Kaninchen- und 
Meerschweinchenblut ausgefiihrt. Das Gemisch wurde 1 bis 2 Stunden 
bei 37° im Brutschrank gehalten, darauf wurden die Formelemente 
abzentrifugiert und die Fliissigkeit in den Pectoralmuskel einer Taube, 
die Erythrocyten aber einer anderen Taube eingespritzt. 

















Tabelle I. 

4 : as... Eingespritzt # [Nach Nach 24Std. [Nach 485d, d.| Nach h72 Std. 
Taube 1... || 270 | Fliissigkeit  Gro8.0dem = > +}. 
Taube 2... | 263 Erythrocyten | Kein Odem — — 
Kontrolltaube | 272 | ,%035 Diphtherietoxin in’ Giop.Odem = > + 


| 6 ccm ee Kochsalzlésung | 


| 0,03 Diphtheretoxin in | 
Kontrolltaube | 269 | , 2.03 Diphthertoxin in | Kein Odem 


') Diese Zeitschr. 135. 
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Nach dreimal 24 Stunden ging sowohl die Taube, welche den 
fliissigen Teil des Zentrifugats erhalten hatte, als auch die Kontrolltaube 
(mit 0,035 Diphtherietoxin) ein, wihrend es bei der Taube, welcher 
Erythrocyten beigebracht waren, nicht einmal zum Odem kam. Es 
ist somit der SchluB zu ziehen, daB das Toxin im Serum zuriickblieb, 
nicht aber von den Erythrocyten adsorbiert wurde. Nach der erwihnten 
Methode wurden sieben Versuche mit gleichem Erfolge angestellt. 

Es liegt daher die Vermutung nahe, daB in den Versuchen von 
Sbarsky aus der Toxinmischung von den Erythrocyten nur die Eiweif- 
abbauprodukte adsorbiert werden. Ware das der Fall, so kénnten in 
der Lésung die EiweiBabbauprodukte durch Erythrocyten, etwa wie 
der hamolytische Zwischenkorper, fixiert werden. Um diese Erscheinung 
(einigermaBen) zu veranschaulichen, wurde folgender Versuch angestellt : 

In ein Reagenzglas wurden zu 6 ccm Blut 1 cem Toxin und 3 cem 
physiologischer Kochsalzlésung, in ein anderes 6ccm Blut, 1 ccm 
Toxin und 3ccm destillierten Wassers gebracht, um eine teilweise 
Hamolyse zu erzielen. 

Beide Reagenzgliser wurden 14 Stunde bei 37° zum Zwecke der 
Fixierung der EiweiBabbauprodukte durch Erythrocyten im Brut- 
schrank gehalten. Ab und zu wurden die Reagenzglaser geschiittelt. 
Nach 4% Stunde wurden die Erythrocyten abzentrifugiert und der 
fliissige Teil aus jedem Reagenzglas abpipettiert. Zum Versuch dienten 
je 4ccm dieser Fliissigkeiten, welche je 0,4 Toxin entsprachen. Zur 
Kontrolle dienten 0,4 Toxin. Die dabei entstandene Nitritmenge wurde 
mittels des Ilosvay-Lungeschen Reagens im Kolorimeter von Dubosq 
bestimmt. 











Tabelle II. 
Zur Reaktion angewandt Toxingehalt | beta 
—————————— ST — — — — 2 —— 

Toxin nach Entfernung der Erythrocyten ohne | 

PFN RRS Boe GAR Bk 0,4 0,0034 
Toxin nach Entfernung der Erythrocyten bei | 

Ceilwaieer TIMmOlyee 3. ct ee 0,4 _ 
Kontrolle (Diphtherietoxin) ......... 0,4 |  0,00295 


Mehrfach mit gleichem Erfolge angewandte Versuche zeigen, daB die 
Erythrocyten nicht imstande sind, aus der Toxinlésung aktive Stoffe 
bei der Bachschen Reaktion zu binden. 0,4 Toxin, nach \stiindigem 
Verbleiben im Brutschrank bei 37° von den Erythrocyten befreit (ab- 
pipettiert), ergaben eine gréBere Menge N,O, als 0,4 Toxin im Kontroll- 
versuch. Im anderen Reagenzglase dagegen, in dem infolge der Himo- 
lyse weniger Erythrocyten enthalten waren, der Versuch jedoch in 
Gegenwart von Oxyhimoglobin angestellt war, wurde kein N,Og fest- 
gestellt, es sei denn, daB es von Oxyhaimoglobin oxydiert wurde. 
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Um sich eine Vorstellung tiber den Grad dieser Oxydationsvorgange 
des Nitrits durch Blut zu verschaffen, wurde folgender Versuch aus- 
gefihrt : 

Vier Reagenzgliser wurden mit je 3ccm Erythrocyten beschickt 
und steigende Mengen (0,01, 0,02, 0,03 und 0,04) des Nitrits hinzu- 
gefiigt. 

Die Reagenzgliser wurden 4 Stunde in ein Dampfbad von 60° 
gestellt, darauf wurde im Filtrat jeder Probe die Nitritmenge kolori- 
metrisch mit dem Ilosvay-Lungeschen Reagens im Kolorimeter von 
Dubosq bestimmt und somit der Verlust an Nitrit berechnet. 





Menge des zum Versuch 


angewandten Nitrits Verlust des Nitrits 
in 


in Centimilligrammen 





Yentimilligrammen 
: 1 0,9962 
; 2 1,883 
3 2.987 
4 3.41 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB der Verbrauch von Nitrit infolge 
der Oxydation durch Oxyhaimoglobin ungefihr demjenigen von Sbarsky 
in seinen Versuchen entspricht; er ist von ihm aber als Adsorption der 
EiweiBabbauprodukte gedeutet worden. 
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Zur Bestimmung 
von freiem und gebundenem Pepsin im Mageninhalt. 


Von 
Rich. Ege. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Kopenhagen.) 
(Hingegangen am 15. Dezember 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es ist bekannt, daB eine Reihe von Stoffen, Blutkohle, Kaolin, 
Tonerde usw. in sehr hohem Grade Enzyme zu adsorbieren vermégen, 
wie es auch eine sehr verbreitete Ansicht ist, daB das erste Stadium 
des enzymatischen Prozesses eine Adsorptionsverbindung zwischen dem 
Enzym und dem Substrat darstellt (Bayliss). 

Trotz des sehr groBen theoretischen Interesses, welches Unter- 
suchungen iiber die Adsorptionsverhaltnisse der Enzyme somit dar- 
bieten dirften, sind diese Verhaltnisse noch wenig geklart. 

Es nimmt daher auch nicht wunder, daB die Frage der Enzym- 
adsorption in der medizinischen Wissenschaft nur obenhin beriihrt 
worden ist, wenn man auch behaupten muB, da8B die Kenntnis der 
Enzymadsorption, wie dies hoffentlich aus dem Folgenden hervor- 
gehen wird, erforderlich ist, wo es darauf ankommt, Enzymmengen 
in Proben zu bestimmen, in denen feste Partikeln vorkommen, an die 
das Enzym adsorbiert sein mag. 

Man mu8 annehmen, dafB die Frage von besonderem Interesse 
ist fir die Bestimmung von Pepsin (eventuell Chymosin) im Magen- 
inhalt, da es — von mehrfachen, mit der Mettschen Methode aus- 
gefiihrten Bestimmungen abgesehen — als Regel betrachtet werden 
kann, daB die Pepsinbestimmungen an dem filtrierten Mageninhalt 
ausgefiihrt wurden. In dem Falle wird nur die Menge des in der Fliissig- 
keit gelésten Pepsins bestimmt, wahrend die eventuell an die Partikeln 
adsorbierte Pepsinmenge — und diese kann in gewissen Fallen bei 
weitem die gréBere sein — sich durchaus der Bestimmung entziehen wird. 

In betreff der Pepsinbestimmungsmethode verweise ich hier auf 
Rich. Ege, Eine Modifikation des Fuldschen Verfahrens zur Bestimmung 
von Pepsin in Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 175, 1923. 
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Wahrend iiber die Adsorption des Pepsins an eine Reihe von ver- 
schiedenen Substanzen eine recht betrichtliche Literatur vorliegt — zu 
nennen sind in erster Reihe Jacoby), Hedin*), Michaelis*) und Northrop*) —, 
weiB man so gut wie nichts von der Bedeutung, welche die Adsorptions- 
frage fiir die Pepsinbestimmung im Ventrikelinhalt haben mu. Es gibt 
jedoch eine Ausnahme, indem Norgaard®) in einer Untersuchung tiber die 
Pepsinmenge speziell in Probemahlzeiten ohne ,,freie Salzsiure‘‘ dargetan 
hat, welch gewaltigen Einflu8 die Adsorption von Pepsin an feste Bestand- 
teile der Probemahlzeit auf die Pepsinbestimmung ausiiben kann. 

Norgaard zeigte, daB8, wenn man die achylische Probemahlzeit, so wie 
sie vorlag, filtrierte und die Pepsinmenge im Filtrat bestimmte (natiirlicher- 
weise erst nachdem man dem Filtrat eine Verdauungsversuchen ange- 
messene Wasserstoffionenkonzentration gegeben hatte), die Pepsinmenge 
darin meist ganz auBerordentlich gering war; dies bedeutete nicht, wie man 
friiher angenommen hatte, da8 in einer solchen Probemahlzeit kein Pepsin 
vorhanden sei, denn, wenn man die Probemahlzeit vor der Filtration sauer 
machte (oder es ganz unterlieB, zu filtrieren), fand man recht deutliche 
Pepsinmengen. Norgaard schlieBt daraus mit Recht, daB das Pepsin, wenn 
bei der Probemahizeit ,,freie Salzsiure‘‘ fehlt, an feste Bestandteile der 
Probemahizeit gebunden sein mu8 und sich somit eines Nachweises entzieht, 
daB aber das gebundene Pepsin mit Salzsiure frei gemacht wird. 


Dem klinischen Interesse gema8 werde ich mich bei der Besprechung 
der Adsorptionsverhaltnisse des Pepsins im wesentlichen auf die Ad- 
sorption an Zwieback beschriinken. Bei den meisten Versuchen be- 
nutzte ich 1g Zwieback zu 10 ccm von duferer Flissigkeit, was der 
Ewaldschen Probemahlzeit, so wie sie verabreicht wird, recht genau 
entspricht. 

Norgaard meint, daB die Pepsinadsorption nur fiir achylische 
Probemahizeiten von Bedeutung ist, indem er (ohne es jedoch zu be- 
weisen) behauptet, daB das Pepsin nicht an Wei8brot gebunden wird, 
wenn die Reaktion stark sauer ist, und daB in der Tat all das Pepsin, 
das in der achylischen Probemahlzeit an die festen Bestandteile ge- 
bunden ist und sich deswegen der Bestimmung entzieht, befreit wird, 
wenn man mit der gewohnlichen Menge (10- bis 16mal n/33 Salzsiaure) 
verdiinnt. Dies ist, wie aus dem folgenden Versuch hervorgehoben wird, 
nicht ganz korrekt. 

Zu einer Reihe von Proben mit 1 g zerquetschten Zwiebacks in 
10 ccm n/10 Salzséure (die Reaktion ist hier 10~'!%) werden steigende 
(und bekannte) Mengen Pepsin gesetzt (in n/10 Salzsaure gelést). Es 
wird gemischt und die Proben bleiben eine Stunde lang bei gewéhnlicher 


1) Jacoby, diese Zeitschr. 2, 1907. 

*) Hedin, Grundziige der physikalischen Chemie 1915. 

3) Michaelis, diese Zeitschr. 10 u. 15. 

4) Northrop, The combination of enzyme and substrate. Journ. of 
general physiology 2, 1919. 

5) Norgaard, diese Zeitschr. 107; C. r. de la Soc. Biol. 1920, S. 83. 
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Temperatur stehen, worauf filtriert wird. Bestimmt man nun die 
Pepsinmenge im Filtrat, so laBt sich entscheiden, ob das WeiSbrot 
bei dieser starken sauren Reaktion Pepsin zu adsorbieren vermag. 

Wie die Tabelle zeigt, findet bei dieser Reaktion sogar eine sehr 
bedeutende Adsorption statt. 


Tabelle iiber die Bindung des Pepsins an WeiBbrot 
bei pg = 1,19 (etwa n/10 HCl). 





Konzentration von | Pepsin gebunden pro Konzentration von Pepsin gebunden pro 
freiem Pepsin 1g WeiBbrot freiem Pepsin 1g WVeiBbrot 
0,0026 Proz. | 0,25 mg 0,022 Proz. 8,8 mg 
00035 , Me 0, a 8,9 , 
aetna 25 ° 010 ° 90. 
es tae | 


Die Adsorption ist verhaltnismaBig am gréBten bei den sehr kleinen 
Pepsinkonzentrationen; wenn die Konzentration des freien Pepsins 
zunimmt, wird verhaltnismaBig immer weniger gebunden, wenn die 
gebundene Menge auch an absolutem MaBe zunimmt, bis das Wei8brot 

50 bei einer Konzentration des freien 
Pepsins von unter 0,1 Proz. ganz 
mit Pepsin gesattigt worden ist ; was 
man danach noch mehr von Pepsin 
zusetzt, wird quantitativ frei ver- 
bleiben (s. Abb. 1). Welche Bedeu- 
tung diese Pepsinadsorption auch in 
saurer Fliissigkeit hat, ergibt sich 
am besten aus dem Umstande, da 
Adsorption zur Sattigung von 1g Zwieback 
RL otek Sack 9mg Pepsin verbraucht werden; 

denkt man sich einen Menschen aus- 
schlieBlich von Zwieback lebend, so 
¥% miBte man 10g Pepsin taglich ge- 

” brauchen, nur um die Adsorption 

ore an die festen Partikeln zu decken. 
Die Tragweite dieser Zahl versteht man am besten, wenn man sich 
erinnert, daB die gewéhnlich zu therapeutischen Zwecken eingegebene 
Pepsinmenge 0,2 bis 0,4 g betragt. 

Wenn die Bindung zwischen Pepsin und Substrat eine echte Ad- 
sorption ist, mu8 die Bindung reversibel sein. — Es liegen in der Lite- 
ratur eine Reihe von Untersuchungen vor, in denen behauptet wird, 
daB die Bindung zwischen dem Enzym und dem Substrat irreversibel 
ist; dies trifft hier jedoch nicht zu. 
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Wie Nierenstein und Schiff+) gezeigt haben, wird die Pepsinaktivitat 
in einem filtrierten Mageninhalt (unreinem Magensaft) nicht der Ver- 
dinnung proportional sinken, bevor recht betrichtlich (1 : 15) verdiinnt 
worden ist. Diese Forscher erkliren die Erscheinung durch die An- 
nahme, daB sich im Magensaft ,,hemmende Stoffe‘‘ finden, und daB 
deren Wirkung durch die stattgefundene Verdiinnung vereitelt wird. 

Es ist wahrscheinlich, daB man an der Adsorption des Pepsins 
eine Erklarung dieser Erscheinung besitzt; eine Reihe von Verhilt- 
nissen, tiber die in einer spiteren Publikation zu berichten sein wird, 
sprechen namlich dafiir, daB eine entsprechende Pepsinbindung an 
geléste kolloidale Stoffe stattfinden kann. Wenn dies zutrifft, so ist 
es schwer zu verstehen, daB man bei einer 16maligen Verdiinnung die 
Wirkung der hemmenden Stoffe ganz aufheben kénnen sollte. Die 
Erklarung ist sicherlich, daB die benutzte Methode (das Metsche 
Verfahren) nicht empfindlich genug war, um die noch ibrige ,, Hemmung* 
hervortreten zu lassen). 

Untersucht man in entsprechender Weise wie vorhin die Ad- 
sorption von Pepsin an Zwieback in einer Lésung, deren Reaktion 10~ >’ 
betragt, welche Reaktion gerade an dem sauren Ende des Umschlag- 
gebietes von Kongo gelegen ist, so wird sich zeigen, daB die Adsorption 
viel kraftiger ist, indem jetzt 50 mg Pepsin an 1 g Zwieback gebunden 
werden kénnen, ohne daB jedoch die Adsorption eine maximale ist, 
im Gegensatz zu 9 mg, der gréBten Menge, die bei py = 1,19 gebunden 
werden konnte (s. Abb. 1). Da eine py = 3,7 oft in den Fallen vor- 
kommen wird, die als Achylie oder Hypochylie bezeichnet werden, 
ist Norgaards Beobachtung leicht zu verstehen; wenn die achylische 
Probemahizeit stark sauer gemacht wird, wird die gesamte Extramenge 
von Pepsin befreit und somit bestimmt werden kénnen. Eine Voraus- 
setzung fiir die Richtigkeit dieser Erklarung ist es jedoch, daB die 
groBe, bei einer Reaktion gebundene Pepsinmenge abgespalten wird, 
wenn man die Reaktion in ein Gebiet umwandelt, in dem die Pepsin- 
adsorption nicht so groB ist. Wiinscht man, um einen néheren Einblick 
in die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fir die Ad- 
sorptionserscheinung zu erhalten, die Adsorptionsverhaltnisse bei einer 
Reihe von verschiedenen Reaktionen zu bestimmen, so kann man 
folgenden Versuch anstellen. 

Zu 10 ccm Flissigkeit mit verschiedener Wasserstoffionenkonzen- 
tration, simtlich 1g Zwieback enthaltend, wird dieselbe Pepsinmenge 
gesetzt; nach einstiindigem Stehenlassen wird filtriert und die freie 
Pepsinmenge in gewohnlicher Weise bestimmt, wobei jedoch zu be- 
merken ist, daB die Pepsinbestimmung selbst in allen Fallen bei der- 


1) Arch. f. Verdauungskrankh. 8, 559, 1902. 
*) Siehe auch Hge, Zeitschr. f. physiol. Chem, 127, 135—136, 1923. 
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selben Reaktion ausgefiihrt wird, trotzdem die pa der Proben weit 
verschieden sind. 





Pu 


0,1 
1,14 
2,5 
3,5 
4,0 
5,0 
5,3 
5,9 


Zugesetztes 


epsin 
mg 


30 
30 
30 
30 
3C 
30 
30 
30 


Gefundenes Gebundenes Pepsin 
Pepsin oa ERIE OS EO EET 
mg mg Proz. 
3,2 26,8 82 
9,5 20,5 67 
7,6 22,4 74 
2,9 27,1 90 
3,2 26,8 89 
7.9 22,1 74 
14,5 15,5 R2 
22,0 8,0 27 


In Abb. 2 zeigt die ausgezogene Kurve die Pepsinbindung, aus- 
gedriickt in Prozenten der gesamten zugesetzten Pepsinmenge, bei 
verschiedenen Reaktionen. 

Um zu untersuchen, ob das gebundene Pepsin in entsprechender 
Weise abgespalten wird, wurde ein Versuch angestellt, bei dem das 
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Abb. 2. 


Pepsin zu einem in einer Flissigkeit 
aufgeschlammten Zwieback gesetzt 
wurde, deren Wasserstoffionen- 
konzentration 10~%? betrug; nach 
einiger Zeit wurde die Reaktion 
geindert; wahrend sich bei der ur- 
spriinglichen Reaktion (py = 3,3) 
nur 3 Proz. von freiem Pepsin 
fanden, wurde das Pepsin der punk- 
tierten Kurve gemiB abgespalten ; 
man sieht, daB die Kurve, welche 
die Bindung des Pepsins angibt, 
nahezu mit derjenigen zusammen- 
fallt, die die Abspaltung veran- 
schaulicht. 


Die Kurve hat einen recht komplizierten Verlauf. Zu bemerken 
sind aber namentlich zwei Momente: das Pepsin wird bei Reaktionen 
von py = 3 bis 4 maximal gebunden; wird die Flissigkeit saurer 
gemacht, so wird ein Teil des Pepsins befreit werden, so daB bei py = 1,1 
[bei den vorhandenen Konzentrationsverhéltnissen!)] etwa die Halfte 
der gesamten in der Probe vorhandenen Pepsinmenge befreit sein wird. 


1) Das prozentische Verhaltnis zwischen freiem und gebundenem 
Pepsin ist natiirlich auch bei demselben py-Werte sehr variabel, da 
es auch durch die Pepsinkonzentration bedingt ist. Bei groBer Pepsin- 
konzentration wird das gebundene Pepsin weit weniger, bei kleinen Kon- 
zentrationen wesentlich mehr bedeuten. 
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Was aber von gréBerem Interesse ist, ist der Umstand, daB das Pepsin 
gleichfalls abgespalten werden wird, wenn die Reaktion nach der noch 
schwacher sauren Seite hin geaindert wird; denn diese Abspaltung ist 
im Gegensatz zu der anderen eine vollstandige. Durch Anderung der 
Reaktion in py = 6,5 bis 6,8 wird es gelingen, simtliches Pepsin, 
das an die Zwiebackpartikeln gebunden war, abzuspalten. 

Ich gehe nun zur Besprechung der Zeit iiber, die beansprucht 
wird, wenn die Pepsinbindung und die Befreiung beendigt sein sollen. 

Zu einer Aufschlammung von Zwieback in einer Fliissigkeit, deren 
Wasserstoffionenkonzentration 10-3°> betrigt, wird eine bekannte 
Pepsinmenge gesetzt ; ab und zu werden Proben entnommen, die filtriert 
werden und deren freie Pepsinmenge bestimmt wird. Nach 3 Minuten 
waren bereits 73 Proz., nach 7 Minuten 90 Proz., nach ¥% Stunde 
93 Proz. und nach 114 Stunden 95 Proz. gebunden; spaterhin wird 
nicht mehr gebunden; jetzt besteht Gleichgewicht zwischen der freien 
und der gebundenen Pepsinmenge; die freie Pepsinmenge ist wie ge- 
wohnlich bei dieser Reaktion ganz gering; zu einem gegebenen Zeit- 
punkt wird die Reaktion in eine sehr schwach saure (praktisch ge- 
sprochen neutrale) Reaktion geaindert (pq = 6,8). Die erste Probe 
wurde 1,5 Minuten nach der Reaktionsverschiebung entnommen und 
zeigte, daB simtliches Pepsin, das bei py = 3,5 gebunden gewesen war, 
in weniger als 1,5 Minuten befreit worden war. 

Die Adsorption beansprucht also eine gewisse Zeit (die Bindung 
ist jedoch, praktisch gesprochen, nach 10 Minuten gesittigt), wahrend 
die Befreiung in sehr schwach saurer Lésung momentan zu verlaufen 
scheint. 

Eine Erklarung der Adsorptionsverhaltnisse des Pepsins vermag 
ich nicht zu geben. Das Pepsin wird von einer Reihe von fein ver- 
teilten Partikeln adsorbiert, weshalb man geneigt sein kénnte, anzu- 
nehmen, daB die Adsorption an die einzelnen Zwiebackpartikeln als 
solche stattfindet. Ich neige jedoch mehr zu der Annahme, daB das 
Pepsin tiberwiegend an die Proteinstoffe des WeiBbrotes gebunden wird. 
Untersucht man die Bindung des Pepsins an reinem auskoagulierten 
Muskelproteinstoff, so findet man namlich im groBen ganzen dieselbe 
Abhingigkeit zwischen Adsorption und Reaktion, die wir hier in betreff 
der Ewaldschen Probemahizeit dargestellt haben. Wiahrend es sich 
zeigt, daB die Adsorption des Pepsins an Blutkohle auch von der Wasser- 
stoffionenkonzentration der Mischung abhingig ist, ist die Abhangig- 
keit aber von anderer Art; bei pq = 6,8, wo das Pepsin vom WeiBbrot 
und vom Proteinstoff befreit ist, liegt bei der Blutkohle einigermaBen 
maximale Bindung vor. 

Die Bindung zwischen Pepsin und Fleisch ist noch kraftiger als 
die zwischen Pepsin und WeiBbrot; aus den Adsorptionsverhaltnissen 
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von Pepsin an Protein ersieht man, daB die Baylisssche Erklarung der 
enzymatischen Prozesse als Adsorptionskatalyse jedenfalls nicht geniigt ; 
nach einer solchen Theorie ware zu erwarten, daB die enzymatische 
Spaltung bei derjenigen Reaktion am schnellsten verlaufen miBte, 
bei der die Adsorption am kraftigsten ist. Dies ist aber nicht der Fall. 
Die Adsorption ist am ausgesprochensten bei py = 3,5 bis 4,5, bei 
welchen Reaktionen die Wirkung des Pepsins nur gering ist, wahrend 
die Adsorption bedeutend weniger ausgesprochen ist bei p, = 2, bei 
welcher Reaktion die optimale Pepsinspaltung der meisten Protein- 
stoffe stattfindet. 


Pepsin findet sich in Ventrikelzellen als ein Vorstadium von 
Pepsin (Pepsinogen). Dieser Stoff vermag nicht Proteinstoffe zu spalten 
und muB8 erst von Séuren aktiviert werden. Uber das Verhiltnis 
zwischen Pepsinogen und Pepsin ist viel spekuliert worden. Es ist 
eine ausgebreitete Meinung, daB man hier einer Verbindung (Ad- 
sorptionsverbindung) zwischen dem Pepsin und einem Proteinstoff 
gegentibersteht, und daB das Pepsin in dieser Form unwirksam sein 
und erst wirksam werden sollte, wenn diese Verbindung aufgehoben 
wird. Diese Adsorptionsuntersuchungen scheinen eine solche Auf- 
fassung zu befiirworten, und Norgaard weist daher auch auf die Méglich- 
keit hin, daB Pepsinogen einfach adsorbiertes Pepsin sei, aus dem das 
Pepsin durch Zusatz von Saure befreit werden sollte, fiir welche Auf- 
fassung Jacoby bereits friiher eingetreten war. 

Die Verhidltnisse liegen jedoch bei weitem nicht so einfach, wie es 
scheinen mag, und ob Pepsinogen nun ein adsorbiertes Pepsin sei oder 
nicht, so ist jedenfalls von keiner Adsorptionsverbindung der Art die 
Rede, wie derjenigen, mit der ich mich hier beschaftigt habe. Das 
eigentliche Charakteristikum des Pepsinogens ist nicht die Inaktivitat ; 
das Pepsin selbst wird auBerstande sein, die meisten Proteinstoffe zu 
spalten, wenn die Reaktion schwacher sauer ist als 10-4. Was das 
Pepsinogen als einen vom Pepsin verschiedenen Stoff kennzeichnet, 
ist die verhaltnismaBig groBe Widerstandsfahigkeit gegeniiber schwachen 
basischen Lésungen im Gegensatz zum Pepsin, das — wie aus einem 
noch zu veréffentlichenden Aufsatz hervorgehen wird — momentan 
zerbricht. Es zeigte sich nun, daB das an die Probemahizeit und an 
den Muskelproteinstoff adsorbierte Pepsin schwachen Basen gegeniiber 
unbestindig ist, ganz wie das Pepsin, woraus folgt, da8 kein direkter 
AnlaB dazu vorliegt, das adsorbierte Pepsin mit dem Pepsinogen, 
so wie dies in den Ventrikelzellen vorkommt, zusammenzustellen. 

Ein anderer Umstand, der noch deutlicher zeigt, daB das Pepsinogen 
und das an Proteinstoff adsorbierte Pepsin zwei verschiedene Stoffe 
sind, ist, daB das Pepsinogen sich nicht aktivieren l4Bt, wenn die 





1iQaeRmRmds 


a 








Bestimmung von freiem und gebundenem Pepsin im Mageninhalt. 73 


Lésung nur sehr wenig sauer ist; Pepsinogen ist fortwahrend als Pepsi- 
nogen vorhanden bei py = 6 bis 7 [und 14Bt sich, nach einigen vor- 
laufigen Versuchen zu urteilen, erst bei py = 3 bis 4 aktivieren')]; 
bei py = 6 bis 7 ist aber simtliches, an Proteinstoff gebundenes Pepsin 
abgespalten und in freier Form vorhanden. Daraus folgt, daB Pepsinogen 
nicht einem an die festen Partikeln der Probemahizeit adsorbierten 
Pepsin gleichgesetzt werden kann. 


Wenn man sowohl die Bedingungen der Verdauung im Ventrikel 
als die Funktionstiichtigkeit der Ventrikelzellen verstehen will, mub 
man die Wasserstoffionenkonzentration der Probemahlzeit und die 
gesamte Salzsiure, die der Ventrikel gebildet hat, bestimmen. Die 
Bestimmung der letzteren Gré8e ist mit Schwierigkeiten verbunden. 
Ich glaube jedoch, daB diese Schwierigkeiten sich tiberwinden lassen, 
und man das wahre MaB der Gesamtsaéure gewinnt, wenn man den 
aufgeholten Mageninhalt bis zu der Reaktion titriert, die die ein- 
gegebene Probemahlzeit hatte, d.h. bei der Hwaldschen Probemahlzeit 
bis zu py = 5,62). (Als Indikator ist ein Brom-Cresol-Purpur wohl 
geeignet.) 

Finden sich im Mageninhalt organische Saéuren, muB deren Menge 
fir sich bestimmt*) und von der in dieser Weise bestimmten Gesamt- 
aciditaét abgezogen werden, um ein MaB der Salzséure zu ergeben. 
Ebenso glaube ich, daB man, nachdem man gesehen hat, wie groBe 
Mengen Enzym adsorbiert und somit der Bestimmung entzogen sein 
kénnen, gendétigt ist, sowohl die freie Pepsinmenge als namentlich die 
gesamte Pepsinmenge zu bestimmen, da es wahrscheinlich erstere ist, 
die uns unter den vorliegenden Bedingungen tiber die aktive Pepsin- 
menge aufkliren wird, wahrend die gesamte Pepsinmenge fiir die 
Funktionstatigkeit der pepsinsezernierenden Zellen maBgebend ist. 

Wiinscht man, in einem Ventrikelinhalt sowohl die freie als die 
gebundene Pepsinmenge zu bestimmen, so kann man folgendermaBen 
verfahren : 

A. Freies Pepsin. Die Probe wird geschiittelt, so daB eine gleich- 
maBige Verteilung von Fliissigkeit und aufgeschlammten Bestandteilen 
vorliegt; von der Probe wird ein wenig auf ein kleines dichtes Filter 
gegossen; die erste durchlaufende Menge Flissigkeit wird kassiert, 
teils weil sie oft ein wenig getriibt sein wird, teils weil es méglich ist, 
daB das Filtrierpapier ein wenig Pepsin an sich bindet. Wenn die 


1) Die Untersuchungen hieriiber finden sich bei ZH. Gottlieb, Skand. 
Arch. f. Physiol. (im Druck). 

2) Siehe Rich. Ege, Om Totalaciditets Bestemmelse i Ventrikelindhold. 
Hospitalstidende 1922 (Danisch). 

8) Rich. Ege, diese Zeitschr. 184, 1923. 


er eee 




















74 R. Ege: 


Wasserstoffionenkonzentration der Probe gréBer ist als 10-7 (wenn 
Py nicht kolorimetrisch bestimmt wird, wird eine positive Giinzburgsche 
Reaktion entscheidend sein; ein kraftiges Kongo kann meist auch 
benutzt werden), wird die freie Pepsinmenge erfahrungsmaBig eine 
recht bedeutende sein!), weshalb man 0,1 ccm von der Probe zur 
Analyse benutzen muB; wenn Kongo (oder Giinzburg) negativ ist, wird 
der gréBte Teil der vorhandenen Pepsinmenge gebunden sein!), so 
daB es in diesem Falle vorteilhaft sein wird, 1 ccm zu benutzen; die 
abgemessene Probe wird zu 10 ccm Edestinlésung gesetzt (erganzt 
durch n-Weinséurelésung, so daB man immer mit 11 ccm Gesamt- 
volumen arbeitet); nachdem die Probelésung zugesetzt worden ist, 
wird das Glas geschiittelt und bei 40° auf das Wasserbad gestellt ; 
nach genau einer halben Stunde wird das Glas in kochendes Wasser 
hinibergebracht, damit die Enzymspaltung unterbrochen werden soll; 
nach etwa 5 Minuten Aufenthalt darin wird das Glas herausgenommen 
und abgekihlt, worauf 1 com Gummiarabikum zugesetzt wird und die 
Titration stattfindet. Wenn die Verdauung durch Stehenlassen in 
100° warmem Wasser unterbrochen worden ist, kann man ibrigens 
die Probe stehenlassen und die Bestimmung zu beliebiger Zeit ausfiihren. 

B. Gesamtpepsin. Es wird 1 com von der Probemahlzeit, Fliissigkeit 
und feste Partikeln untereinander abgemessen?) — dies geschieht am 
besten mittels einer 1-ccm-Differentialpipette, von der man die Spitze 
abgeschnitten hat; dazu werden 19 com Phosphatlésung gesetzt, worauf 
ein paar Minuten lang griindlich geschiittelt wird; unmittelbar danach 
wird durch ein dichtes Filter filtriert; die erste durchgelaufene Menge 
wird kassiert. Im Filtrat findet sich simtliches Pepsin in freiem Zu- 
stande; zu 10 ccm Edestinlésung wird 1 ccm Filtrat gesetzt, und die 
Bestimmung wird ganz wie vorhin ausgefiihrt. Die Zeit vom Zusatz 
der Phosphatlésung bis zum Zusatz des Filtrats zu der sauren Edestin- 
lésung darf keine 5 bis 10 Minuten iibertreffen, da das Pepsin bei der 
betreffenden Reaktion nicht bestandig ist. 

Die Phosphatlésung besteht aus gleichen Volumina primaren und 
sekundaren Phosphats (Sérensen) py = 6,8. Das primaire Phosphat 
enthalt 9,078 g KH,PO, in 1 Liter H,0O. 


1) Dies wird natiirlich nur gewohnlich der Fall sein; es kénnen Aus- 
nahmen vorkommen. 

*) Da die gebundene Pepsinmenge auBer vom Sauerheitsgrade und 
der freien Pepsinkonzentration von der Menge fester Partikeln abhaingig 
ist, an die das Pepsin gebunden werden kann, hat man, wie Norgaard vor- 
schlagt, deren Menge zu bestimmen. 

Der von Norgaard angewandten Senkungsbestimmung haften jedoch 
sicherlich groBe Fehler an, da Schleiminhalt u. dgl. auf das Resultat einen 
sehr groBen Einflu8 ausiiben. Besser, aber auch bedeutend beschwerlicher 
ware natiirlicherweise eine Trockensubstanzbestimmung. 
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Das sekundare Phosphat enthalt 11,876 g Na,HPO, in 1 Liter. 

Bei Berechnung der Pepsinkonzentrationen mu8B auf die ver- 
schiedenen Verdiinnungsverhiltnisse, mit denen man gearbeitet hat, 
Ricksicht genommen werden. 

Der Unterschied zwischen der gesamten Pepsinmenge und der 
freien — oder der bei 10~' befreiten — Pepsinmenge bei normalen 
Individuen und bei Patienten mit Ventrikelleiden wird sich aus der 
folgenden Tabelle ergeben. Die untersuchten Probemahlzeiten stammen 
aus der zweiten Abteilung des Kommunehospitals, deren Chefarzt, 
Dr. med. H. Bing, mir bei der Untersuchung behilflich war, wofiir 
ich hier meinen besten Dank ausspreche. 


Pepsinbestimmungen an Ewaldschen Probemahlzeiten aus Patienten ohne 
Ventrikelleiden. Die Probemahlzeit wurde nach *4 bis 1 Stunde aufgeholt. 





‘ | Phenolphthaleine | Freies Pepsin | Pepsin bei 10-1 | Gesamtpepsin 
BEE cE MIN... acim aS init ihe Proz. 
1,5 76 0,45 0,47 0,60 
2,0 55 0,170 0,24 0,39 
2,4 56 0,60 - 0,62 
21 92 0,80 -~ 1,17 
2,0 57 0,72 — 1,02 
1,6 82 0,87 _ 1,10 
1,7 74 0,87 _ 1,10 
18 80 0,44 — 0,86 
Reiner Magensaft eines normalen Hundes. 
0,8 130 1,15 — — 


Bei Patienten mit ,,Achylie‘‘ und ,,Hypochylie“ wird der Unterschied 
zwischen freiem und gebundenem Pepsin, wie wir aus den vorhergehenden 
Reagenzglasversuchen schlieBen kénnen, weit ausgesprochener sein. Dies 
war auch der Fall. 





Pepsinbestimmungen an Patienten mit Ventrikelleiden. 








Pu — Freies Pepsin Pepsin bei 10—-1 | \Gesamtpepsin 
ee a) ,,Achylie* und ,,Hypochylie*. 
3,5 26 0,01 0,17 0,27 
5,0 36 0,13 — 0,06 
48 40 0,034 — 0,67 
5,6 53 0,003 -- 0,40 
b) Hyperchlorhydrie. 
1,2 100 0,43 — 0,49 


Spater ist in derselben Abteilung und nach demselben Verfahren von 
H. Rasmussen eine sehr groBe systematische Untersuchung tiber den Pepsin- 
und Sauregehalt von Hwaldschen Probemahlzeiten aus einer Reihe von 
Patienten ausgefiihrt worden. Das Ergebnis dieser Untersuchungen schlieBt 
sich den wenigen hier mitgeteilten Zahlen recht genau an. 

In Fallen von Hypochylie finden wir einen sehr genauen Parallelismus 
zwischen den Zahlen der Gesamtsaiure und des Gesamtpepsins. 
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In der Klinik waren es von jeher die Saureuntersuchungen, die 
eine diagnostische Bedeutung hatten; es laBt sich aber die Méglichkeit 
nicht ausschlieBen, daB eine quantitative Bestimmung der gesamten 
Pepsinmenge auch eine Bedeutung fiir die Diagnose erhalten kénnte. 
Aus den in der Literatur vorliegenden Untersuchungen la8t sich nichts 
Zuverlassiges schlieBen ; teils benutzte man nur in den wenigsten Fallen 
ein Verfahren, das imstande war, die Pepsinkonzentration in zuver- 
lassiger Weise zu ermitteln, teils war man nicht auf die Bestimmung 
der tatsichlich von den Ventrikelzellen gebildeten Pepsinmenge auf- 
merksam. 

Auch fiir die Therapie hat die Bestimmung der wahren Pepsin- 
menge eine gewisse Bedeutung. Zuvoérderst haben diese Untersuchungen 
iiber die Pepsinadsorption uns gelehrt, wie groBe Mengen Pepsin der 
Ventrikel im Vergleich mit der Aktivitat der benutzten Pepsinpraparate 
ausscheidet. Wie groBe Pepsinmengen der Ventrikel bildet, lat sich 
nicht mit Sicherheit angeben; sie lassen sich in verschiedener Weise 
veranschlagen und sind kaum zu weniger als 10 g Armourpepsin taglich 
anzusetzen. 

Da die Pepsinmengen, die man bisher eingegeben hat, weit unter 
1 g taglich liegen, versteht man schwer die Bedeutung davon, namentlich 
nicht, wenn man in Betracht zieht, daB die kleinste bisher von mir 
gefundene Pepsinmenge zu 0,5g angesetzt werden mu; in anderen 
Fallen mit deutlich herabgesetztem Pepsin betrug die vom Ventrikel 
gebildete Menge etwa 3 bis 5g; die Bedeutung von einer Zufuhr von 
0,2 bis 0,5 g ist somit nicht als einleuchtend zu bezeichnen. 

Dazu kommt aber noch ein anderer Umstand. Es ist ja gegeben, 
daB es ohne Bedeutung ist, einem Patienten mit Achylie Pepsin zuzu- 
fiihren, es sei denn, da man gleichzeitig dafiir Sorge tragt, die Reaktion 
im Ventrikel durch Saureeingabe bis auf einen Sauerheitsgrad zu 
steigern, bei dem das Pepsin zu wirken vermag, und die Saiuremenge, 
die gewohnlich in Fallen von Achylie eingegeben wird, ist ja so gering, 
daB sie keine direkte Bedeutung hat. 


Zusammenfassung. 

Das Pepsin wird in sehr bedeutendem MaBe an die gewohnlichen 
Nahrungspartikeln adsorbiert. 

Die Adsorption ist sehr abhangig von der Reaktion, indem sie 
maximal ist bei py = 3 bis 4, geringer bei pg = 1 und gleich Null ist 
bei py = 6,8. 

Den meisten der in der Literatur angefiihrten Pepsinwerte werden 
gréBere oder geringere Fehler anhaften, da auf das gebundene Pepsin 
keine Riicksicht genommen worden ist. 
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Uber ein neues Prinzip zur indirekten Bestimmung 
der Kohlensaure und des respiratorischen Quotienten mit dem 
Differenzspirometer '). 


Von 
Egon Helmreich und Richard Wagner. 


(Aus der Universitaétskinderklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 17. Dezember 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch die Einfihrung des graphisch registrierenden Verfahrens zur 
Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs nach Krogh?) ohne Analyse der 
Respirationsluft ist daraus eine allgemein zugingliche, leicht und 
schnell durchfiihrbare klinische Untersuchungsmethode geworden. Zur 
Bestimmung der CO,-Ausscheidung und damit des respiratorischen 
Quotienten war man bislang immer auf die gasanalytische Unter- 
suchung der Respirationsluft angewiesen — eine Methode, welche 
Zeit, Ubung und Mihe erfordert. Es lag daher nahe, das graphische 
Verfahren, wie wir es in der Kroghschen Methode kennen gelernt hatten, 
so zu gestalten, daB sich auch die CO,-Ausscheidung — wenn auch 
auf indirektem Wege — aus dem Verlauf einer Kurve ablesen laBt. 

Das Prinzip des von uns angewendeten Apparates beruht darauf, 
da8B unter demselben beweglichen, mit dem Schreiber versehenen 
Spirometerdeckel das zu verbrauchende Sauerstoffvolumen, aus dem 
die Versuchsperson atmet, und das Volumen der ausgeschiedenen 
Kohlenséure nebeneinander, aber voneinander getrennt vorhanden sind ; 
fir die beim Inspirium verbrauchte Sauerstoffmenge tritt das im 
Exspirium ausgeschiedene CO,-Quantum unter den Deckel und hebt 
ihn wieder. Ist der respiratorische Quotient gleich 1, so hat am Ende 
des Exspiriums der Deckel die Héhe seiner Ausgangsstellung wieder 
erreicht ; ist der respiratorische Quotient < 1, d. h. ist die produzierte 
CO, kleiner als das verbrauchte Sauerstoffvolumen, dann wird der 
Deckel am Ende des Exspiriums weniger hoch angestiegen sein, als 
der Ausgangsstellung entspricht. Wird eine Reihe von Atemziigen 
durch mehrere Minuten auf einer rotierenden Trommel verzeichnet, 
so ergibt sich entweder ein wagrechter oder mehr oder minder ab- 

1) Nach einer Mitteilung in der Sitzung der Gesellschaft der Arzte 


in Wien vom 7. Dezember 1923. 
2) Wien. klin. Wochenschr. 1922, 8S. 290. 
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fallender Verlauf des Stethogramms. Das oben erwaihnte Auseinander- 
halten von Reservoirsauerstoff, aus dem inspiriert wird, und der Ex- 
spirationsluft geschieht in der Weise, daB das Exspirium in einen 
luftdichten Sack gelangt, der aus diinnen und leichten Gummiplatten 
geklebt ist; der Sack muB einen so groBen Fassungsraum besitzen, 
daB er auch am Ende des Versuchs nur so weit gefiillt ist, daB seine 
Wande nicht gedehnt werden miissen, wodurch der Widerstand in 
allen Phasen des Versuchs gleich gering bleibt und jede Stauung von 
CO, im Korper vermieden wird. Wenn der Sack gefillt ist und den 
ihm zur Verfiigung stehenden Raum des Spirometers ausfiillt, hebt 
er den Deckel ab. Die Linge des Versuchs ist somit durch die GréBe 
des Sackes implicite gegeben. 




















oh 


Abb. 1. 


Der Apparat (Abb. 1) ist ein viereckiges Spirometer aus Blech von etwa 
40 Liter Fassungsraum nach Art des auch von Krogh verwendeten Spiro- 
meters; an den Seiten befindet sich eine Dichtungsrinne, welche mit 
Wasser gefiillt ist; dort tauchen die umgebogenen Rander des Spirometer- 
deckels ein und schlieBen den Raum luftdicht ab. 

Der Deckel ist leicht (eventuell aus Aluminium herzustellen) und 
mit einem Gegengewicht ausbalanciert. Er dreht sich um eine horizontale 
Achse und der vordere Teil geht bei der Atmung auf und ab. 

Aus diesem Spirometer wird geatmet, und zwar gelangt die Luft 
durch ein Inspirationsrohr und Mundstiick in den Korper; durch ein 
Exspirationsrohr wird die Atmungsluft wieder in das Spirometer, und 
zwar in den erwahnten Gummisack zuriickgeschickt. 

Zwei Ventile regeln die Richtung des Luftstromes. 

In den Expirationschlauch ist das Chlorcalciumrohr eingeschaltet, das 
die Exspirationsluft ihres Wasserdampfes beraubt. Das Chlorcalciumrohr 
ist mit einem Kiihler umgeben. Mit dem Decke) ist ein Schreiber fest 
verbunden, der auf einer rotierenden Trommel die Atmung aufzeichnet. 
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In den Sack gelangt neben der CO, auch der vom Kérper nicht 
verbrauchte Sauerstoff. Da es sich aber nur um Registrierung der 
bloBen Volumsanderung im Gesamtsystem des Apparates handelt, so 
ist es bedeutungslos, ob der unverbrauchte Sauerstoff zum Reservoir- 
sauerstoff zuriickkehrt (wie beim Kroghschen Apparat) oder ob er mit 
der CO, in den Sack gelangt. 

Es ergibt weiterhin keinen Fehler, daB im Sacke auch der aus- 
geatmete Stickstoff sich sammelt, wenn aus dem Spirometer nicht reiner 
Sauerstoff, sondern atmosphiarische Luft geatmet wird ; dadurch gelangt 
in den Sack ebensoviel Stickstoff, als aus dem Spirometer geschépft wird. 

Ein méglicher Einwand wire der, daB sich bei Ausatmung in den 
Sack CO, in den Luftwegen sowie in Blut und Geweben stauen kénnte, 
was einen zu niedrigen respiratorischen Quotienten ergeben miBte. 
Dieser Einwand laBt sich aber dadurch entkraften, daB der Sack sich 
im Verlauf des Versuchs dauernd erweitert, die CO,-Spannung in dem 
Exspirationsgemisch immer konstant bleibt und nicht groBer wird 
als in Trachea, Bronchien und Alveolen. Ubrigens wird auch bei der 
Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs nach Krogh gegen jene CO, 
exspiriert, welche im Exspirationsrohr bis zum Ventil stehen bleibt. 

Der aus den Lungen kommende Wasserdampf wird vor dem Eintritt 
in den im Spirometer liegenden Sack von Chlorcalcium absorbiert. 
Die Abkithlung der Exspirationsluft, die Kérpertemperatur besitzt, 
auf Zimmertemperatur wird durch einen Kihler bewerkstelligt, der 
das Exspirationsrohr umgibt. Der Auftrieb des Spirometerdeckels 
ist immer nahezu konstant, da der Abfall der Kurve bzw. des Deckels 
bei einer Versuchsdauer von 4 bis 5 Minuten maximal nur wenige 
Millimeter betrigt. Damit ist gewahrleistet, da% der Atemchemismus 
wahrend der ganzen Versuchsdauer der gleiche bleibt, weil der an sich 
geringe Widerstand, der dem Exspirium entgegensteht, sich nicht 
andert. Die Inspirationsluft mu8 vor dem EinlaB in das Spirometer 
getrocknet werden,. indem man sie durch Chlorcalcium leitet. Da in 
der Dichtungsrinne des Spirometers zum luftdichten AbschluB des 
Systems sich Wasser befindet, mu8 dieses, damit die Entwicklung 
von Wasserdampf vermieden werde, mit einer diinnen Schicht von 
Paraffinum liquidum bedeckt sein. 

Die zwischen den Einzelversuchen notwendige Entleerung des 
Sackes wird dadurch erreicht, da8 man unter den Spirometerdeckel 
Luft so lange einstrémen 146t, bis beim Exspirationsansatz des Spiro- 
meters aus dem Sacke keine Luft mehr abflieBt. 

Die GréBe des Abfalls der Stethogramme, sowie die Héhen- 
dimensionen der aufgezeichneten Atemziige sind der Flaiche des beweg- 
lichen Deckels invers proportional, hangen aber nicht vom Kubikinhalt 
des Spirometers ab. 
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Tabelle I. 
3s Oye Or COs 
= || Nahrungszufuhr und Zeitpunkt | Verbrauch oe Com CO, 
Datum oe i der Untersuchung nach Krogh Pe weaned | ecm RQ. 
i} 20 || com ccm | 
4.XI. |M.Q|| Niichten ...... 235 56 179 0,76 
1923 85 g Traubenzucker: 
75 Minuten spater . . 240 a ped 
_ 145 Minuten spater. . 253 = aa a 
5. XI. |M.CQ) 2 Stunden nach der 
1923 Nachmittagsmahlzeit na 
Mia... ch ee a ee 
ach der Untersuchung | , 
150 g Rohrzucker: 
| 1*/, Stunden spater . 259 45 | 214 0,83 
9. XI. B./ | 1/, Stunde nach der | 
1923 '| Abendmahlzeit (ge- 
mischte Kost, fett- 67 173 «0,72 
WARNS 5 Aas hae 240 . i a 
2 Stunden spater. . . 259 80 179 0,72 
10. XI. K./| 1 Std. nach Kartoffel- 
1923 OMS aie cass we HS Se eee 
16 | 174 | 0,70 
\1.XI. | M.Q]| Niichten ..... | 9 i Be 
1923 | | 70 179 «0,72 
| 60 | 198 0,77 
12. XI. || M.Oj]| Niichten ...... 258 60 198 0,77 
1923 68 | 190 0,74 
13. XI. B./) 2 Stunden nach der | 52 207 0.80 
1923 Abendmahizeit (ge- | 50 ©=s.:-209-—ts«éOO 81 
mischte Kost)... . 259 | 50 3 |s«209 0.81 
54 | 205 0,79 
14. XII. K./A\ | 3 Stunden nach der 
1923 Nachmittagsmahlzeit 
Qilteh) aS 256 72 | 184 | 0,72 


Um den Abfall der Kurve nach Kubikzentimetern werten zu 
kénnen, ist es nétig, den Niveauunterschied in der Stellung des Deckels 
bei einer Volumsanderung von bekannter gewahlter GréBe festzustellen. 
Nach Eichung des hier beschriebenen Differenzspirometers liBt sich 
der MaBstab ermitteln, mit dessen Hilfe der Abfall des Stethogramms 
ausgemessen wird. Man kann auch den zum Kroghschen Apparat 
gehérigen MaBstab verwenden, wenn man den Umrechnungsfaktor 
ermittelt, der auch schon aus dem einfachen, rechnerischen Vergleich 
der Deckelflichen beider Apparate hervorgeht. 
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Der Ausschlag unseres Apparates ergibt die Volumsdifferenz zwischen 
verbrauchtem Sauerstoff und ausgeschiedener Kohlensaure. Ist der 
Sauerstoffverbrauch mit irgend einer Methode, z. B. nach Krogh, er- 
mittelt worden, so kennt man damit auch die GréBe der CO,-Aus- 
scheidung, bzw. des respiratorischen Quotienten. Ebenso wie bei der 
Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs nach Krogh und iibrigens auch 
anderen gasanalytischen Methoden (Zuntz-Geppert) ist regelmaBige und 
gleichmaBige Atmung eine unerlaBliche Voraussetzung fiir die Richtig- 
keit der erhaltenen Werte, weswegen entsprechende Vorversuche zur 
Einiibung auch hier noétig sind. 

In der vorhergehenden Tabelle geben wir eine Ubersicht iiber die 
Resultate einiger Versuche wieder. 

In der vorliegenden Mitteilung sind in erster Linie das Prinzip 
der Methode sowie Resultate mit der ersten, vielleicht noch nicht 
endgiiltigen Form des Apparates niedergelegt worden. Allfallige Mangel 
in der technischen Konstruktion des Apparates sollen erst verbessert 
werden, bis die damit gefundenen Resultate durch Vergleichung mit 
einer der approbierten Standardmethoden zur Bestimmung der CO,- 
Ausscheidung als absolute Werte sichergestellt sein werden. Aber es 
sei schon an dieser Stelle hervorgehoben, daB, soweit sich die Fehler- 
quellen iiberblicken lassen, im groBen und ganzen nur dieselben Ein- 
winde dagegen erhoben werden kénnen, die gegen die Methode zur 
Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs nach Krogh bestehen. Der 
Vorteil einer so einfachen graphischen Bestimmungsmethode der CO, 
und des respiratorischen Quotienten gegeniiber der analytischen fiir 
den klinischen Gebrauch liegen auf der Hand. 

Der Apparat wird bei der Firma Castagna & Co., Wien VII, Neustift- 
gasse 3, hergestellt. Auf Wunsch von Prof. Pirquet wurde das Patent 
angemeldet. 
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Uber Verinderungen des Blutes in vitro. 


Von 


L. Berezeller und H. Wastl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 18. Dezember 1923.) 


Viele chemische Untersuchungen des Blutes beruhen darauf, daB 
wir das Blut in flissigem Zustande aufbewahren kénnen. Das auBerlich 
gleiche Aussehen von ungerinnbar gemachtem Blute tauscht dabei 
nur allzu leicht tiber grundsatzliche biologische Unterschiede hinweg, 
die mit der Zeit in solchen Blutproben auftreten kénnen. 

Einer von uns!) konnte nachweisen, daB beim Verzehr von Sauer- 
stoff und der Bildung von CO, (als eine der auffalligsten Lebenserschei- 
nungen des Blutes) eine sehr wesentliche Veranderung mit der Zeit 
stattfindet (Versuche an Hundeblut). Nach 24stiindigem Stehen bei 
K6rpertemperatur (steril) nehmen beide Vorgainge auf ein Minimum 
ab, das Blut ,,stirbt‘* allmahlich. Wenn es auch noch nicht entschieden 
ist, worauf dieser Mechanismus beruht, so lieB sich doch nachweisen, 
daB die beiden Vorgiinge nicht gleich empfindlich sind. 

Die Senkung der roten Blutkérperchen ist eine 4uBerst empfindliche 
Reaktion, die sonst schwer meBbare und verfolgbare Zustandsainderungen 
im Blute anzeigen kann, und aus diesem Grunde lag der Gedanke nahe, 
die zeitlichen Verainderungen des Blutes in vitro mit ihrer Hilfe zu 
verfolgen. 

Es ist zwar schon lange bekannt, daB die Senkung der roten Blut- 
kérperchen sich mit der Zeit, die zwischen Blutentnahme und Unter- 
suchung gelegen ist, verindern kann, diesbeziigliche systematische 
Untersuchungen fehlen aber bisher, obwobl der Zeitfaktor bei der 
diagnostischen Verwendung der Senkungsprobe von wesentlichem 
Einflu8 ist. Auch im Verlaufe des Einzelversuchs kann die Senkungs- 
geschwindigkeit durch Verinderungen des Blutes in vitro beeinfluBt 
werden. 


1) L. Berczeller, diese Zeitschr. 90, 294ff., 1918. 
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Wir lassen diese unsere Versuche jetzt folgen, nachdem wir!) eine 
Reihe anderer wirksamer Faktoren einer Analyse unterworfen haben. 
Die Untersuchung der zeitlichen Verainderung der Blutkérperchen- 
senkung ist nicht nur in methodischer Hinsicht, sondern auch fir die 
nihere Erkenntnis des Gerinnungsvorganges von gewisser Wichtigkeit. 
Zur Erklarung der gerinnungshemmenden Wirkung der Oxalate, 
Citrate, Fluoride wurde bis vor kurzem angenommen, da diese Salze 
infolge der Veriinderung der Ca -Ionenkonzentration ihre Wirkung 
ausiiben. Erst die Untersuchungen von Stuber®) haben mit dieser 
an und fiir sich recht unwahrscheinlichen Annahme aufgeriumt. Nach 
diesen wirken die genannten Salze auf das Fibrinogen ein. 

Nun ist die Bedeutung des Fibrinogens fiir die Senkung der roten 
Blutkérperchen allgemein bekannt. Der Senkungsversuch muB also 
eine geeignete Methode fir die Untersuchung der Veranderungen des 
Fibrinogens sein, wenn wir die anderweitig wirksamen Faktoren aus- 
schlieBen kénnen. Bevor aber auf die Differenzen der Senkung im 
Plasma — bei Zusatz verschiedener, gerinnungshemmender Sub- 
stanzen — vergleichend eingegangen werden kann, miissen erst die 
zeitlichen Veriainderungen des Blutes in vitro, sofern sie den Senkungs- 
vorgang beeinflussen, verfolgt werden. 

Zunachst soll das Verhalten des defibrinierten Blutes gepriift 
werden. In den vorangehenden Mitteilungen (l.c¢.) konnte wiederholt 
gezeigt werden, daB die Senkung der roten Blutkérperchen durch das 
Vorhandensein des Fibrinogens wesentlich kompliziert wird. Auch 
bei den einfacheren Verhialtnissen im defibrinierten Blute kann durch 
die Schiittelwirkung insofern eine Komplikation eintreten, als durch 
ein kurzdauerndes Schiitteln in vielen Fallen. eine wesentliche Be- 
schleunigung der Senkung verursacht werden kann; eine zeitliche 
Abnahme der Senkung im defibrinierten Blute kann daher eventuell 
auch auf ein Verschwinden der durch das Schiitteln beim Defibrinieren 
verursachten Zunahme der Senkung zuriickgefiihrt werden. Diese 
Frage soll weiter unten behandelt werden. 

In Tabelle I ist ein ausgewahiter Uberblick aus Versuchsreihen, 
die zur Lésung dieser Fragen ausgefiihrt wurden, angegeben, wobei 
besonders auf eine Zusammenstellung méglichst verschiedenen Materials 
Gewicht gelegt wurde. 

Aus Tabelle [ ist ersichtlich, daB mit wenigen Abweichungen die 
Senkung der roten Blutkérperchen mit der Zeit (wenn die Blutproben 
verschieden lange Zeit nach der Blutentnahme zum Senkungsversuch 
aufgestellt worden waren) eine wesentliche Abnahme aufweist. 


1) Diese Zeitschr. 1923 und 1924. 
2) Zusammenfassung: Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 49 u. 50. Hier die 
Literaturangaben iiber friihere Arbeiten. 
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Tabelle I. Defibriniertes Blut. 





Ge: Veriinderung in etwa 24 Std.| Veranderung in etwa 48 Std. 


PS tao : Cae a Bemerkun 
jjechlecbey oop 671/,9 45° | 21/9) 909 | 671/,9| 450 | 221/,9 it 
Mensch g A eee | | Normal, C Oyge- 
} | | sattigt 
2 A Ae 1S | | Dasselbe 
Q Rae tT Ao k | Dasselbe 
< g A | Minim. Abn. A A AA SchweqeenOOr 
esatti 
" Q =Minimale Abnahme i PE conren ft 
3 g A A.A} A || Hypertonie, 0.. 
gesattigt 
ce] A A A A Hypertonie, CO». 
| gesattigt 
* i of AiA;i AJA | Normal, e Ovsge: 
1 || sattigt 
» ee Og | A A A | A | The. 
Schwein. . | Q ae ee ee 
3 ies | Q A\;A;\|A;AIA;i A; AIA 
ual, ae ake A/A/A/A 
Bard: fou BR Re ie oaks Poe Bede ® 
ee At BA A | 
Katze... Q | A} A!) A | A | COsgesittigt 
9 | A!A | Al A Oz ‘ 
. Q | A | A | A} A HR ‘ 
enemys fou AR ea TT ae et at ke 
Kaninchen | @Q (min.A} A | A | A jimin.A’ A | A | A 
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A = Abnahme, Z = Zunahme, = Gleichheit der Senkungsgeschwindigkeit 
bezogen auf das Senkungsvermégen frisch nach der Entnahme. 
Untersuchung unter verschiedenen Winkeln. Etwa 2mm weite Réhrchen, 
130 mm lange Blutsaule. 


Unter den angefiihrten neun menschlichen Blutproben weisen nur 
zwei Proben von Schwangeren insofern eine Ausnahme auf, als in den 
ersten 24 Stunden keine wesentliche Abnahme der Senkungsgeschwindig- 
keit nachweisbar ist, dagegen wohl nach 48 Stunden, so daB die beiden 
Schwangerenblutproben sich auch nicht prinzipiell anders verhalten 
wie die tibrigen menschlichen Blutproben (Schwangerenblut zeigt be- 
kanntlich ein erhéhtes Senkungsvermégen gegeniiber normalem Blute). 

Beim Hammelblute, das auch, wie in einer friiheren Mitteilung 
erwihnt wurde, gegen O,- bzw. CO,-Wirkung unempfindlich ist, ist 
keine Abnghme der Senkung zu beobachten. 





PERS EIA Me oe po ry oy 


Danins scashlahishalsbananiMsacictasakeure onanecmemeted 





yy wt en 











¥ 
é 


Si PREORDERS IN RIE NACL AT 


Pe nn at pene rie 


Veriinderungen des Blutes in vitro. 85 


Nur beim Pferdeblut haben wir in einigen Fallen, wenn auch 
nicht regelmaBig, nach 24 Stunden einen schnelleren Ablauf der Senkung 
beobachten kénnen. Jedenfalls spielt beim Pferdeblut die Agglu- 
tination der roten Blutkérperchen eine viel gréBere Rolle. Ein Fort- 
schreiten.der Agglutination mit der Zeit kann eine so groBe Zunahme 
des Senkungsvermégens verursachen, daB sie die Abnahme mit der 
Zeit tiberwiegen kann. 

Das gleichmaBige Verhalten der anderen Blutarten [Mensch, 
Schwein, Hund, Katze, Kaninchen), Ochse, Huhn], wobei nur Hammel- 
und Pferdeblut Ausnahmen bilden, machen es notwendig, zunachst 
diese ersteren quantitativ zu vergleichen. 

In quantitativer Hinsicht ist die Veranderung der Senkungs- 
geschwindigkeit mit der Zeit eine sehr verschiedene bei den verschiedenen 
Blutproben und -arten. Die allergréBte Abnahme der Senkungs- 
geschwindigkeit konnten wir beim Hiihnerblute beobachten. 








Tabelle II. 
Zeitliche Verainderungen der Senkung von defibriniertem Hiihnerblut ?. 
sideiai: | a a O70 i siete ay 221/,0 
zeit in nach Stunden Stehen 
diitdiaag TO ete obra Ft  eok-e 2 47 
ji , == 
60 | 45 | 36.0 60,0 74,0 


| 
80 | 65 | 020 | 470 | 20 | 67,0 7,0 78,0 | 11,5 
| 100 | 025 | 69,0 | 55 | 81,0 15,0 88,0 | 23,0 
180 | 180 | 05 | 740 | 110 | 87,0 | 260 | 90,0 | 350 
|| 








310 | 750 10 | 860 | 300 920 | 440 | 95,0 | 50,0 
480 | sc | | 56,0 59,0 62,5 
1260 | 80,0 — 99,0 | 99,0 100,0 

1400 | | 28,0 || | 65,0 67,0 69,0 


130mm lange Blutsiule, 2mm weite Rohrchen, freie FliissigkeitshGhen 
in Millimetern. 


Binnen 2 Tagen sinkt das Senkungsvermégen der roten Blut- 
kérperchen auf einen kleinen Bruchteil der Geschwindigkeit, welche 
bald nach der Entnahme beobachtet wurde. Bei diesen groBen Unter- 
schieden sind die Differenzen auch in den vertikal gestellten Réhren 
gut nachweisbar, was bei den anderen Blutproben nicht immer der 
Fall war. Wenn auch im Versuchsbeginn die Differenzen in den Weg- 
strecken in den schief gestellten Réhren (zwischen den frisch und nach 
Stehen untersuchten Proben) die gréBeren sind, so finden wir dennoch 


1) Beim Kaninchenblut ist in mehreren Fallen in den bei 90° aufgestellten 
Roéhrehen die Senkung eine ganz geringe, so daB nur minimale Unter- 
schiede zwischen frisch und nach verschieden langer Zeit aufgestellten 
Proben nachgewiesen sind. 
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bei 90° die maximalen Zunahmen der Verhaltniszahlen der Geschwindig- 
keiten, so daB die beiden Messungen sich in zweckmaBiger Weise er- 
ganzen, denn bei 90° lassen sich die bei langsamer Senkung zuriick- 
gelegten Wege schwerer mit geniigender Genauigkeit messen, dagegen 
ist bei Schiefstellung der Réhren der Unterschied weniger ausgesprochen. 
Als maximaler Unterschied zeigt sich in diesem Beispiel, daB die roten 
Blutkérperchen kurz nach der Entnahme in der gleichen Zeit einen 
45mal langeren Weg zuriicklegen wie nach etwa 48stiindigem Stehen 
des Blutes (nach 310 Minuten bei 90°). Der maximale Wegunterschied 
ist dagegen bei 22,5° zu beobachten, indem die roten Blutkérperchen 
der frischen Probe die der zweiten mit 66,5 mm, also mit etwas mehr 
als der Halfte der gesamten benutzten Blutséule, zuriicklassen (nach 
80 Minuten bei 22,5%). 

Die anderen von uns untersuchten Blutarten bleiben in der Ab- 
nahme der Senkungsgeschwindigkeit mit der Zeit weit hinter dem 
Hithnerblute zuriick. Insbesondere gilt dies fiir die Senkung in den 
schiefer gestellten Réhren, was aber keineswegs auf die groBe Senkungs- 
geschwindigkeit des defibrinierten Hihnerblutes zuriickzufiihren ist. 


Tabelle I11. 
Weibliches Menschenblut, defibriniert (ey pertonie). 




















0 eaee 674),9 450 Cale, 
= Gesittigt mit 
Ps CO O, co, | 0 | co, | 0, co, | o, 
Mis piinint et a “ ae. = in nant 
nuten om Riis Oe : "Stunden nach | Entnabme — eR Se Pas ee Siitn las 
¢| mi ej #iol[mialse|umija] cs | ais 
30 | 15.0 1,0 hel 8.0 41.0. 23,0 56,0 46,5 | 73,0 47,5 81,0 


50 17,5 3,5 | 39,0 | 17.0 | 71,0) 47.5 72,0 73,0 | 67,0 | 78,0 \77.0 74,0 85,0 
80 35,0 9,0) 57,0 30,0 78,0 | 64.0 78,0. ‘78,0 | 73.0 | 820 |80,0 | 78,0 87,0 


110 | 48.0 18,0 | 81,0 70,0. 790/750] 810 | 800 
1020 | $2.0 | 80,0 0; | 86,0. 
1700 | 73,0 | | 82,0 78,0 86,0 | 82,0 86,0 | 84,0) 90,0 


2mm weite Réhrchen, Blutséule 130 mm lang. 


In Tabelle III ist das Blut einer Hypertoniepatientin 6, 48 und 
24 Stunden nach der Entnahme untersucht angegeben, und obgleich 
die Senkung viel schneller als im Hiihnerblute stattfindet, ist die Ab- 
nahme mit der Zeit eine viel geringere (das Blut wurde teils mit CO,, 
teils mit O, gesattigt untersucht). Sie hangt also nicht von der gréBeren 
Senkungsgeschwindigkeit gleich nach der Entnahme ab, was insofern 
in Betracht kommt, weil im allgemeinen im Plasma, in dem die Senkung 
zu Beginn schneller stattfindet als im defibrinierten Blute, mit der 
Zeit eine relativ gréBere Abnahme der Senkungsgeschwindigkeit zu 
beobachten ist als im Serum. 
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In Tabelle IV ist zum Vergleich ein normales weibliches Blut 
angegeben. Bei 90° sind die absoluten Senkungshéhen zu gering, um 
so deutliche Differenzen wie beim Blute aus Tabelle III nachweisen 
zu kénnen, dagegen ist in diesem Beispiel die Abnahme des Senkungs- 
vermégens in den schief gestellten Réhrchen, besonders bei 22,5°, 
deutlicher ausgesprochen. 


Tabelle IV. Weibliches normales Menschenblut, CO, gesattigt, defibriniert. 





Zeit 90° 671.0 450 221/,0 
in Stunden nach Entnahme 
Minuten 2 > 
20» 3«—O6 | | 30 
40 05 | 025 | 110 
50 0,75 15,0 
80 125 05 12,0 ‘5 | 240 
110 0,75 
140 15 
170 2,25 | 23,0 35,0 
20 «25 20 290 =: 39,0 
380 3,5 | 36,0 || 45,0 
890 H 
1160 10,0 5,0 440 | 51,0 46,0 0 | 51,0 
1600 5,5 47.0 ' 61, 


2mm weite Réhrchen, Blutsiule 130 mm. 

Die Verainderung der Senkungsgeschwindigkeit mit der Zeit ist 
bei den verschiedenen Tierarten eine verschieden groBe. Relativ gering 
ist sie z. B. beim Kaninchenblute, betrachtlich im Katzen- und Hunde- 
blute; das menschliche und Schweineblut stehen in der Mitte. 

In den weiteren Versuchen muBte zuniichst entschieden werden, 
ob diese Abnahme des Senkungsvermégens auf die Schiittelwirkung 
zuriickzufiihren oder davon unabhingig ist. Zu diesem Zwecke wurden 
die gestandenen Blutproben geschiittelt und beobachtet, ob dadurch 
das gleich nach der Entnahme gemessene Senkungsvermégen wieder 
herzustellen ist. 

In Tabellen V und VI sind zwei Versuche mit Schweineblut an- 
gegeben. ; 

In Tabelle V wurde der Schiittelversuch mit 25 Stunden lang 
gestandenem Blute ausgefiihrt, wobei die Senkung gar nicht beeinfluBt 
wird und die urspriingliche Senkungsgeschwindigkeit nicht wieder 
hergestellt werden kann. 

In Tabelle VI ist der Schiittelversuch mit 48 Stunden gestandenem 
Blute ausgefiihrt, wobei ebenfalls die urspriingliche Senkungsgeschwin- 
digkeit nicht wieder hergestellt werden kann, wenn auch in diesem 
Falle eine Zunahme des Senkungsvermégens bei 45 und 22,5° zu beob- 
achten ist. 
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Tabelle V. 
Weibliches Schweineblut epee) 
Oh WE a. SE a RA 
in || Stunden nach Entnahme 
wet me we Tene we eae | 25 | 2 | 25 | 25y 
40 0 0 | ee ee ee 
60/020; 0 0 | 02! 0/| 0 | 0/| O| O | 3,5] 0,25) 0,25 
80 | 0 | 0 0.2 |020 15/05) 05. 0,75| 0,75 
100 | 0; 0} 0,2 | 0,20 | 0,75) 05) 1,75| 1,75 
120 0,20 15 | 6,5 | 11,0 
220 | 0,25 45 13,0 | | 19,0 
350 | 0.5 | 7,6 | 20,0 | (26,0 
385 | 0 0,20) 2, 75 2.75 | | 95 | 9,5 15,0 | 15,5 
480 480 | 0,5 9,0 (25,0, 31,5 
| 15,0 33,0 (40,0 
1350 | 2,0 } (65 | 65 | 22,0 | (22,0 | 28,0 | 28,0 
1440 0,20 0,20 | | 
2mm weite Réhrehen, 130 mm lange Blutséule. 
Tabelle VI. 
Weibliches Schweineblut (defibriniert). 
ze || ee Se ic Op i ae 2214, 
in | Stunden nach Entnahme 
wok ERE. 481) | 2 | 8 | # [#9] 2 El at iE 2 | B | 48 (484 
’ ae aes ay ae HE on eae Ee 
40 0 | 025 1s) | meey: 
60 | 0 | 1,0 | 40) | 6.0 
80 or 02 0 0) 25 | 0,25 0,2 0,2 28 3,0 1,5) 3,5 10.0 6,0 2,5 6.0 
100 |0,2 0 14,5 
1 25) 0,2 02 0, 6,0 20. 05 05140 8,0) 4,5 7,0 11,5 7,514.0 
180 0,5 | 1,0. 120 | 40. | |25,0/14,0 | 28.0 18,0 
250 |1,0 02802810 | 3,0) 3,030,0| | |11,016,0/ 34.5 180350 
380 /1,0 2,0 | |87,0 (42.0 
510 05 05° an: 23,027,0) | 310 47,0 
1000 15 | 5 ae eT | | 46,5) | 
1200 2.5) [36,0 | 250) | 5|43,0 |550; | | 
1500 |3,0 15 1,5 |37,5 26,0 '21,0,20,51520144'0/36,5188,0| 56.0 44,0 57,0 














2mm weite Réhrchen, 130 mm lange Blutsiule. 


Eine ahnliche ‘Unabhangigkeit der zeitlichen Abnahme des 
Senkungsvermégens von der Schiittelwirkung li8t sich im Hundeblute 
nachweisen. In einer vorangehenden Mitteilung konnten wir zeigen, 
daB beim miannlichen Hundeblute die Schiittelwirkung keine Be- 
schleunigung der Senkung, sondern eine Abnahme gegeniiber O,- 
Sattigung aufweist, und hier ergab sich, daB beim mannlichen Hunde- 
blute auch eine wesentliche Abnahme des Senkungsvermégens mit 
der Zeit: zu beobachten ist. 


1) Etwa 3 bis 4 Minuten geschiittelt. 
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Auch die Veriinderung des Gasgehaltes des Blutes' kann nicht 
als Ursache der zeitlichen Abnahme des Senkungsvermégens aufgefaBt 
werden, da diese Abnahme bei Blutproben, die mit verschiedenen 
Gasen gesattigt wurden, in derselben Art zu beobachten ist, wenn 
auch die Gase die Geschwindigkeit der Abnahme beeinflussen kénnen. 

Die weitere Aufgabe war, die Verinderung der Senkungsgeschwin- 
digkeit mit der Zeit in den Plasmen im Vergleich mit dem Serum zu 
verfolgen. 

In Tabelle VII sind in Plasmen durchgefiihrte Versuche angefiihrt. 
Neben Citrat, Oxalat und Fluoridzusatz wurden in vielen Fallen auch 
melaninsaures Natrium (Wiechowski) und in einigen Hirudin zugesetzt. 
Die Resultate der mit den beiden letztgenannten Zusatzen ausgefiihrten 
Versuche decken sich qualitativ mit den hier ausgefihrten. 

Pferdeblut weicht wieder in einigen Fallen ab, wobei die in den 
Plasmen noch stirker auftretende Agglutination sicherlich eine noch 
bedeutendere Rolle spielt als im Serum. Mit Ausnahme eines Falles 
von Kaninchenblut (Oxalatblut) bei 90° ist in allen Fallen eine sehr 
betrichtliche Abnahme der Senkungsgeschwindigkeit mit der Zeit 
im Oxalatplasma und Fluoridplasma und in fast allen Fallen [eine 
Ausnahme bildet nur ein Schwangerenblut!)] im Citratplasma zu 
beobachten. 

Von unserem groBen Versuchsmaterial soll nur ein Beispiel (normales 
weibliches Menschenblut) fiir den quantitativen Ablauf der Anderungen 
des Senkungsvermégens gebracht werden (Tabelle VIII). 

In allen Plasmen ist eine betrichtliche Abnahme der Senkung 
mit der Zeit zu beobachten?). Beim Oxalat- und Fluoridplasma wird 
der anfanglich bestehende Unterschied zwischen Plasma und Serum 
aufgehoben, ja es senken sich zu Beginn des Versuchs nach Stehen 
die roten Blutkérperchen im Plasma sogar langsamer als im Serum. 
Im Citratplasma ist dies nicht der Fall. Nach diesem Versuch ist also 
beim Stehen die Fibrinogenwirkung des Plasmas bei Oxalat- und 
Fluoridblut vollstandig verschwunden. 

Diese Erscheinung kann mit Hilfe der folgenden Ubersichtstabelle 
niher untersucht werden (Tabelle IX). 


1) Agglutination. 

2) Zwischen den verschiedenen Plasmen sehen wir wesentliche Unter- 
schiede im Senkungsvermégen. Zu Beginn des Versuchs ist die Senkung 
im Fluoridplasma am geringsten, im Citratplasma am gréBten. Diese Reihen- 
folge entspricht auch der GréBe der zeitlichen Abnahme. Da wir beim Auf- 
bewahren des Blutes innerhalb einiger Stunden nach der Entnahme keine 
wesentliche Verinderung der Senkung beobachten konnten, kann diese 
Parallelitat nicht darauf zuriickgefiihrt werden, daB die ersten Versuche 
2 Stunden nach Entnahme ausgefiihrt wurden. 
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Tabelle VIII. 
Normales weibliches Menschenblut i t. -gesattigt). 





Zeit | ; ” Citratplasma Oxalatplasma 
in | 90° || 671),0 45° a? 90° 671° 45° 21f.0 
Min. | 


| 2St. asse| 





|2St. |26St. 2St. [26St. 2St. 26St, 2St. |26St, 2St. | 26St. 2St. 26St. 2St. |26St. 


20 1,75 1,020.0 7,0370 7,544,0 25,0 1,0 14,0, 25,0 26,0 
405 | 2,5 36,0 18,0 54,0/31,0 66,0 44,0 2.25 0,2 | |'33,0 0,25 45,0 2,5,.50,0, 3,0 
50, 6,5 — 3,5 41,5 24,0 59,0 43,0 52,0 2,75 38.0 48.0 53,0 
80) 120 | 5,0 51,0 30,0,65,051,0 70,0 57,0 6.0 0,5 47,0 4,0 53,5 11,0.57,5 15,0 
110 | 7,5) 37,0, 57,0 60,0 0,5 | 7,0 16,0 22.5 
140 90, 41 60,0, 63,0 0,5 | i ‘10,0 21,0 |29,0 
170 27,0 | 64,0 73,0) 74,0; (16,0 56,0 59,0 63,0 
210) 35,0 '13,0,67,0 48,0 75,0 66,0 76,0 67,0 20,0 1,0 | 56,0 16,0 60,0 30,0,64.0 38,0 
380 42.0 | '70,0/60,0 78,0.74,0'79,0 74.0 27.0 '57,0 62,0 65, 
1120 56,5 29,0175.5161,0 81,5 74.0,79.0 74,0 36,0 2,5 57,0 35,0 62,0 50,065,0.55,0 








1860, 35. 3.25 43.0) | 50,0, | (55,0 
; ~ Fluoridplasma _Defibriniert 
RA Laas ras a Care Os Ak Se ECR aAE 
in 90° 671/59 | 450 | 2210 90° 671},0 450 221/,° 
25St. St 2St. 26St. 2St (26S!) |2St. -26St. | 2S8t. 26St. 2St.!26St. 2St. |26St. 2 St. 26St. 
|| i | | 
20/0,75 5,0 0,25 16,0 0,5.23,0 0,75, 0.25 | 15 45 5,5 
40 1,5 12,0, 0,5 22.0 1,545.0 2.0 | 0,5 0,25 7.5 15,5, 3,519.0 5,5 
50/15 15,0 1,0 27.0 | 520 | (95 |185| 23.0 
80/175} 240 15 39,0 6,062:0 90 | | 1,250,5 |18,0 [200 14.0:35,0,190 
110) 3,0 100 | 160) 15 0,7524.0 35,0 19,5 40,0 26,5 
140 5,0 135 270) 15 |” 126.0 ” |32,0 
170 3,0 38,0 55,0 73,0 33,0 39,0 
210 3,5 43,5 10,0 60,0 20,0:75,0 45,0 | 2,0. 
380/5,0 50,0 66,0 | 79,0 11,0 50,0 55,0 58,0 
1120 7,0 59,0/43,0 72,0.59,0/79,0 75,0 | 5,0 | 1460) {51 
1860) 60,0 64.0| | 75,0 |27,0 5.5 54 60,0/48,063,0.51,0 











Réhrchen 2mm weit, Lange der Blutsiule 130 mm. 


In Tabelle IX ist eine Reihe von Versuchen danach zusammen- 
gestellt : 

1. Ob die Senkung im frisch untersuchten Plasma gréBer ist als 
im frisch untersuchten Serum. 

2. Ob die Senkung in den gestandenen Plasmen gréBer oder kleiner 
ist als im frischen Serum. 

3. Ob die Senkung in den gestandenen Plasmen gréBer ist als 
in den gestandenen Seren. 

Zu 1. In allen Fallen, mit Ausnahme von Hiihnerblut und einem 
Fluoridplasma (Hundeblut) ist die Senkung im Plasma zunachst gréBer 
als im Serum. (Die Dichte der Suspension ist immer ungefahr dieselbe.) 

Zu 2. Die drei Plasmaarten verhalten sich sehr verschieden. Im 
Fluoridplasma ist es die Regel, daB die Senkung eine langsamere wird 
(ein Schwangerenblut verhilt sich anders). Im Oxalatplasma tritt 
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Tabelle IX. Be, ct des Senkungs 





7 : — ~— SST a, — - — 

















| a | Citratblut | 
\2 | | Plasma und Serum, | Plasma gestanden, Plasma gestanden, | * Serum, 
si 2 | beide frisch Serum frisch Serum gestanden beide frisch 
LL 2 eee 
2 N | 90° 714? | 45° | Er) 900 | ore 45 | 224, | we as sb ze 900 | 6719 459 2 
Mensch | 9 24 | ||| gg 
” Q 24 | g = g g 
I | 
9 ¢ |23 | 4 g g g 
» (Pit ieie ejeleiclelelelele\els ele « 
» (|¢/22%)e) ele eie|\ sie) sie) el\eleie ee 
» |¢/4sig) eis) eiig| sisi sis) sie; eie\eie sz 
‘ Psi eg! ei e|eie|/ eis! eie|/ei/s|eie|eisis 
» jot 24 wigs | | | Ig gee 
| | | } j j | i 
» lol’ ig) g|e|eie|ele\sis|sis| sisi ei sie 
Schwein}? /46 g)/gjg\g|/8| 8/8 slelele g | 
» |¢i2 |e) e]e)eies|e\e|eie|eis|elsi eis sz 
» |@)23 |e| ele g 8) 8 gi 8 ge \8 gig gigie 
» (i9iss |eieleieis\esie\sie|eiel/eig eee 
te eee wee + | 
Hund | ¢/99 | ¢| ¢ | 6 gig¢/els\eie|/eles|elel\eiee 
he se be ea ete g|geis\eie|sjfee 
¢ 1 | re ee, 
Katze | 9/40); ¢| g|e@| g | k | kj k ie} ej|s8ie 
| i| } | | | 
» |oriae | | | gi gjisie 
; if | 
Kaninchen |/9 |/23 || | ty | \€' 8 ei g 
» (ei |e} ele| sie 8) 8) 8) gl |} sig) eis\e 
i] i | | i| | | seb | | 
. 9/494), g gies gi) ki kk | g gg 
ee Rey ee Bees | 
Ochse | || j—| = fet Ee k | k 
ees By Barre od ek eed bey 
Huhn @ |454/, Eo | | | Hk) kiki k 


g — Senkung im Plasma gréfer als im Serum. 


= Senkung gleich im Plasma wie im Serum. 
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vermogens in Plasma und Serum. 
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diese Erscheinung auch in einer ganzen Reihe von Fallen ein. Beim 
menschlichen Blute z. B. kommen beide Fille, schnelleres und lang- 
sameres Sinken im Vergleich mit dem entsprechenden defibrinierten 
Blute, vor; das weibliche Blut zeigte sehr regelmafig eine langsamere 
Senkung nach Stehen als im Serum (mit Ausnahme des Schwangeren- 
blutes), ebenso tuberkuléses miannliches Menschenblut. Jedenfalls 
wire es von Wichtigkeit, daB diese Untersuchungen nach der dia- 
gnostischen Richtung hin weiter ausgearbeitet wiirden. Beim Citrat- 
blute ist in der Regel die Senkung auch im gestandenen Plasma gréBer 
als im Serum. 

Zu 3. Wenn wir das gestandene Plasma mit gestandenem Serum 
vergleichen, so kommt es auch 6fters vor, daB die Senkung im Serum 
gréBer ist, wenn auch nicht alle Faille, in denen in frischem Serum 
gegeniiber gestandenem Plasma dieser Unterschied vorhanden ist, sich 
auch gegeniiber gestandenem Plasma ahnlich verhalten. 

Dies spricht dafiir, daB die Abnahme der Senkung im Plasma 
und im Serum mit der Zeit nicht identische Vorginge sind, sondern 
daB im Plasma noch ein weiterer Faktor, mit dem Fibrinogen ver- 
bunden, wirksam ist. 

Die langsamere Senkung kénnte vielleicht mit einer schon von 
Biernacki gemachten Beobachtung erklirt werden, naimlich, daB die 
roten Blutkérperchen, wenn sie gesunken sind, kleiner sind als im 
Beginn des Versuches. Beobachtungen von Lendertz!) haben ergeben, 
daB beim Gerinnen des Blutes Flissigkeit aus den roten Blutkérperchen 
austritt, sie werden also kleiner als im Plasma, eine Erscheinung, die 
auBer der Fibrinogenwirkung auch eine Verlangsamung der Senkung 
verursacht. 

Die naheliegendste Annahme fiir die Abnahme des Senkungs- 
vermégens mit der Zeit in den Plasmen ist, daB die Fibrinogenwirkung 
zum Teil oder ganz aufgehoben ist. Die besonders groBe Wirkung 
des Fluorids weist darauf hin, daB es sich dabei um eine Flockung 
handelt?). Fluorid flockt in gréBeren Konzentrationen ja sogar Globulin- 
lésungen. Diese Flockung muB aber nicht sichtbar werden, sondern 
es geniigt eine kolloidale Zustandsinderung, um die ,,Klebewirkung“ 
des Plasmas zu vermindern. Am schwichsten ist dabei Citrat, am 
starksten Fluorid wirksam. Damit ist aber auch wahrscheinlich gemacht, 
da8 zwischen der makroskopischen Fibringerinnung und der Ver- 
ainderung des Fluorid-, Oxalat-, ja sogar Citratplasmas in der Zeit 
kein qualitativer Unterschied besteht, sondern da8 es nur nicht zur 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 140, 1922. 
2) Betreffs des Zusammenhangs von Wirmeflockung des Fibrinogens 
und Gerinnung vgl. 2. Wéhlisch, Klin. Wochenschr. 1923, 8. 278. 
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sichibaren Gerinnung und Faserstoffausscheidung kommt, wenn wir 
Citrat, Oxalat oder Fluorid zusetzen. Die Blutproben verandern sich 
(nach dem Verhalten der Senkung zu schlieBen) in der Richtung des 
defibrinierten Blutes, und diese Verinderung ist wahrscbeinlich durch 
eine unsichtbare Gerinnung verursacht. Dabei spielen die roten Blut- 
kérperchen eine sehr wesentliche Rolle; es konnte namlich gezeigt 
werden, daf auch ihre Oberfliche durch die gerinnungshemmenden 
Substanzen beeinfluBt wird, wobei es sich wahrscheinlich wieder um 
das Fibrinogen handelt. Diese Erscheinungen sind einer weiteren 
Untersuchung vorbehalten, in der wir quantitativ die Wirkung der 
verschiedenen gerinnungshemmenden Substanzen auf die Sedimen- 
tierung untersucht haben. 

Die Senkung der roten Blutkérperchen erweist sich als ein sehr 
empfindlicher Indikator fiir zeitliche Verainderungen des Blutes in 
vitro. Sowohl im Serum wie im Plasma ist die Abnahme des Senkungs- 
vermégens die Regel. In den verschiedenen Plasmen und im Serum 
ist diese Abnahme quantitativ verschieden, wie auch fiir die einzelnen 
Tierarten mehr oder weniger charakteristische Unterschiede nach- 
gewiesen werden konnten. 

Die zeitliche Veriinderung des Plasmas ist zum Teil auf die Ver- 
anderung des Fibrinogens zuriickzufiihren, wobei es sich wahrscheinlich 
um Flockungsvorgiinge handelt, was fiir den Zusammenhang zwischen 
der Gerinnung des Blutes und den Verinderungen des Plasmas in vitro 
spricht. 





























Uber Kalkbindung durch tierische Gewebe. 


Von 
Raphael Ed. Liesegang. 


(Aus dem Institut fiir physikalische Grundlagen der Medizin, 
Universitat Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 19. Dezember 1923.) 


Gegen die weitgehende Anwendung der Pfaundlerschen Kalkfanger- 
theorie durch Freudenberg und Gyérgy hat Rabl') eingewendet, daB im 
verkalkten Gewebe ganz erheblich viel mehr Kalk enthalten ist, als vom 
Eiwei8 chemisch gebunden sein kann. Scheinbar unabhangig davon finden 
Freudenberg und Gyérgy jetzt selber diese Schwierigkeit fiir ihre Theorie. 
Sie suchen dieselbe aber trotzdem zu halten?), indem sie erklaren, daB 
zunachst eine geringe Menge einer Calciumphosphat-Proteinverbindung 
entstehe, welche dann aber unter Freiwerden von Protein zerfalle. Letzteres 
solle dann von neuem als Kalkfanger dienen, daraus entstehe abermals die 
Calciumphosphat-Proteinverbindung usf. Sie stiitzen sich dabei immer wieder 
auf ihre beiden Grundversuche: Werden Knorpelstiicke zuerst in einer 
CaCl,—, dann in Phosphatlésung gebadet, so werden sie so reich an Calcium- 
phosphat, daB sie weiB, undurchsichtig, spréde, sehr hart, also von knochen- 
ahnlichem Charakter sind. ,,Liegt eine bloBe Impragnation vor, die dadurch 
zustande kommt, daB sich das Kolloid zuerst mit der Ca-, dann mit der 
Phosphatlésung imbibiert, so mu8 die Reihenfolge gleichgiiltig sein, in 
welcher man die Lésungen einwirken 1aBt‘‘. Dagegen soll nun das negative 
Resultat des zweiten Versuchs sprechen, bei welchem erst die gleiche 
Phosphat-, dann die gleiche Ca-Lésung einwirkt’*). 

Dieser Schlu8 ist falsch, weil der zweite Versuch unter falschen Be- 
dingungen angestellt worden ist. Beim ersten Versuch konnte das Phosphat 
in den mit Ca impragnierten Knorpel dann eindringen, wenn das Phosphat 
eine héhere molekulare Konzentration als das CaCl, hatte. Alle Versuche 
iiber Diffusion mit gleichzeitigem chemischen Umsatz zeigen, daB das 
Umgekehrte fehlschlagen mute. Zwar findet auch hier Calciumphosphat- 
bildung statt, jedoch nicht innerhalb des Knorpelgewebes, sondern in der 
umspiilenden Fliissigkeit. Denn das CaCl, diffundiert — wenigstens in 
einer gewissen Menge — hinaus. Der Fehler liegt darin, daB bei beiden 


1) C. R. H. Rabl, Klin. Wochenschr. 2, 1798, 1923; Virchows Arch. 245, 
542, 1923. 

2) E. Freudenberg und P. Gyérgy, diese Zeitschr. 142, 407, 1923. 

3) Dieselben, ebendaselbst 118, 52, 1921. 
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Versuchen die Salze in gleichen Konzentrationen benutzt wurden. Beim 
zweiten hatte die CaCl,-Lésung stiarker sein miissen. Da8 unter diesen 
Verhialtnissen auch bei Gelatine-, Agar-, Kieselsiuregallerten eine auBer- 
ordentlich dichte Impragnation mit Calciumphosphat stattfinden kann, 
habe ich friiher zeigen kénnen'). 

Entsteht beim ersten Versuch durch die einmalige Einwirkung die 
reiche Menge an Calciumphosphat, so spricht das gegen die neue Theorie 
des Zerfalls der Eiwei8komplexverbindung. 

Zugunsten der letzteren soll auch die verminderte Quellbarkeit des 
Knorpels sprechen. Denn ,,ein unléslicher; im Gewebe rein mechanisch 
eingelagerter, anorganischer Niederschlag diirfte dasselbe in seiner Quell- 
barkeit nicht hemmen‘. — Nun bedingt aber ein dichter Niederschlag 
von Calciumphosphat, welcher in einer Gelatinegallerte entstand, eine 
starke Schrumpfung derselben, gleichgiiltig, ob das Calcium oder Phosphat 
zuerst einwirkte!). Die Quellungsverhaltnisse sprechen also auch nicht 
fiir die Kalkfangertheorie. 

SchlieBlich wird die eigenartige Verteilung des kiinstlichen Calcium- 
phosphatniederschlags im Knorpel zugunsten der letzteren ausgefiihrt. 
Aber die sehr feine Verteilung war von vornherein wegen des gallertigen 
Mittels zu erwarten. Bei sehr vielen anderen Niederschligen und Gallerten 
ware sie auch gefunden worden. Fand Eden*) bei einem ahnlichen Versuch 
sogar eine Nachahmung der mikroskopischen Struktur von sklerotischen 
Knochen, so kann das teilweise durch rhythmische Fallungen des Calcium- 
phosphats bedingt sein, welche auch in Gelatine- und Agargallerte leicht 
auftreten. 

Das Verhiltnis des Calciumphosphats zum Carbonat = 7: 1 im Knochen 
wollen Freudenberg und Gyérgy erklaren: ,,aus der Wirkung des Eiweifes 
als Saéure gegeniiber den von den zirkulierenden Saften herbeigefiihrten 
Ionen“. Viel naher liegt es, daran zu denken, da bei der Umsetzung 
zwischen einem neutralen léslichen Calciumsalz und einem neutralen 
Alkaliphosphat dreibasisch-phosphorsaurer Kalk ausfallt, und in der 
Flissigkeit einbasisch phosphorsaurer Kalk bleibt. 4K,HPO, + 3 CaCl, 
= Ca,(PO,), + 6 KCl + 2KH,PO,. Letzteres wirkt aber wie eine Saure 
auf das Natriumbicarbonat und treibt Kohlenséure daraus aus. Das be- 
deutet nicht allein Verminderung an Carbonat, sondern auch vermehrte 
Bildung von Tricalciumphosphat. 


1) R. E. Liesegang, Beitr. z. e. Kolloidchemie d. Lebens. 1. Aufl. 1909, 
S. 56. 
2) R. Eden, Klin. Wochenschr. 2, 1798, 1923. 
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Studium der Eiwei6kérperkoagulation in Tropfen. 


IV. Mitteilung: 


Ober den Einflu8 der Qualitit von Eiwei8kérpern und Fallungsmitteln auf 
die Fiallung. 


Von 
L. Cikanek, J. Havlik und F. Kubanek. 


(Aus dem chemischen Institut der tierarztlichen Hochschule in Briinn, 
Tschechoslowakei. ) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1923.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


In dieser Arbeit verwendeten wir die Beckasche Tropfenmethode 
zur Priifung der Koagulation verschiedener Eiweiblésungen mittels 
chemischer Fallungsmittel in Wasser, und zwar allein und in Gegenwart 
diverser Salze. 

Wie schon aus den vorhergehenden Untersuchungen ersichtlich 
ist, andert sich die gefallte Flache, die nach Beckas Tropfenmethode 
aus verschiedenen EiweiBlésungen entsteht, mit der Qualitaét des 
Fallungsmittels, des EiweiBstoffes und des Verdiinnungsmittels. 

Unsere Versuche betreffen die in Wasser léslichen Stoffe, welche 
in EjiweiBlésungen eine Triibung verursachen kénnen. Die Stoffe, 
welche iiberhaupt keine Triibungen hervorgerufen hatten, wurden 
von vornherein festgestellt und ausgeschieden; mit denen aber, welche 
koagulierten, wurden auf 140 Feldern Experimente gemacht. Fir 
die erste Reihe wurde ein méglichst konzentriertes Fallungsmittel 
genommen, welches in geometrischer Reihe mit destilliertem Wasser 
oder in bestimmten Fallen mit Salzlésungen verdiinnt wurde. Dasselbe 
Verfahren wurde auch beim Verdiinnen der EiweiBstoffe (X-Richtung) 
eingehalten, welche wegen der einfacheren Manipulation aus einem 
Pferdeserum genommen wurden, wobei die Isolierung nach der tiblichen 
Methode erfolgte, oder man benutzte das Serum direkt. 

Bei den Versuchen wurde eine Serumlésung von einem Pferde 
mit folgendem Status benutzt: ein Wallach, 8 Jahre alt, krank an 
Nephritis chronica, 4,82 Proz. EiweiSstoff, 6,1 pq. Zur Koagulation 
wurden Lésungen folgender Salze genommen: Kupfersulfat, Cadmium- 


a a, ae ee 








L. Cikaének, J. Havlik u. F. Kubaének: Eiwei8k6rperkoagulation usw. IV. 99 


nitrat, Bariumchlorid, Sublimat, Aluminiumchlorid, saures Natrium- 
phosphat, Ferrosulfat, Ferrisulfat, Ferrichlorid, Kaliumaluminiumsulfat 
und Chromkaliumsulfat; von den anorganischen Saéuren: Chlorsaure, 
Salpetersiure, Schwefelsiure, Chromsaure, Borsiure, Phosphorwolfram- 
siure; von den organischen: Essigsiure, Propionsiure, Buttersdure, 
Milchsiure und Thiomilchséiure, Glykokoll, Alanin, Brenzweinsiure, 
Bernsteinséure, Fumarsaure, Maleinsiure, Sulfosalicylsiure, Naphthol- 
sulfonsiure, Pikrinsiure, Phenol, Resorcin, Pyrogallol, Mekonsiure, 
Amidobenzoesaure (0. m. p.), Tannin, Acetylosalicylsiure und Tyrosin. 

Es ist zu bemerken, daB die Fallungsmittelqualitat so scharf zum 
Ausdruck kommt, da8 man immer von einem Typus der gefallten 
Flache sprechen kann (Abb. 1). 

Der Typus Hg” zeichnet sich durch ein gleichmaBiges Abnehmen 
der Fallung in beiden Richtungen (des Fallungsmittels und des Proteins) 
aus, so daB sich ein Quadrat 
bildet: I A. — Der Typus 
Cu” (Cd”) 148t sich durch 
einen mehr oder weniger ge- 
dehnten Rhombus darstellen: 
IB. — Die héchste Fallung 
erfolgt nur in gewissen Zonen, 
wo ein bestimmtes Verhaltnis 
zwischen dem Fiallungsmittel 
und dem EiweiBstoff besteht. 
(Im konzentrierten Fallungs- 
mittel lést sich die Triibung ginzlich auf, wenn auch der EiweiBstoff 
konzentriert ist.) — Der Typus Fe™ (Al”) auBert sich durch einige 
Maxima der Fallungskraft in bestimmten Konzentrationen: IC. — 
Der Typus der Sauren mit einer groBen Dissoziation: ID ist ent- 
gegengesetzt dem Typus der Amino- und der zweibasischen Sauren: I E. 

Obwohl die Zahlenverhiltnisse von Typen der gefallten Flichen 
(Grade der Verdiinnung) nach der Mannigfaltigkeit der Proteine 
schwanken, konnte man wahrnehmen, da dasselbe Fallungsmittel in 
. gleicher EiweiBart (Albumin und Globulin) von derselben Tiergattung 
unter gleichen physiologischen Bedingungen seinen Typus behialt. Diese 
Bestandigkeit kann zum qualitativen Nachweis chemischer Stoffe 
dienen. 

Sobald man EiweiBstoffe einer anderen Tiergattung oder EiweiB- 
stoffe kranker Tiere anwendet, andert sich bei manchen Fiallungs- 
mitteln wesentlich der Umfang, manchmal auch der Typus der gefiillten 
Fliche, auch wenn der Versuch unter denselben Bedingungen aus- 
gefiihrt wird. Diese Erscheinung konstatierten wir bei Experimenten 
mit einem Serum vom Pferde mit folgendem Status: eine Stute, 
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Abb. 1. 
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18 Jahre alt, schlecht genahrt, krank an Ascites; das Blutserum enthielt 
6,70 Proz. Eiwei8 und 6,4 pg. Das dritte Pferd war ein Wallach, 
8 Jahre alt, gut genahrt, mit Hamoglobinamie behaftet; das Blut- 
serum enthielt 5,90 Proz. EiweiB, 6,3 pq. Das vierte Pferd war eine 
Stute, 16 Jahre alt, gut genahrt, mit Tetanus behaftet; das Serum 
enthielt 7,05 Proz. EiweiB. Die Experimente wurden mit denselben 
Fallungsmitteln und unter denselben Bedingungen durchgefiihrt wie 
im ersten Falle. 


Um festzustellen, was fiir einen EinfluB die chemische Struktur 
der Fallungsmittel auf die Fallung ausiibt, benutzten wir 4quimolekulare 
Lésungen organischer Verbindungen. 

Laut Abb. 2 wurden gepriift: Essigsiure, Glykokoll, Mono-, Di- 
und Trichloressigsiure, Bromessigsiure. Man sieht, daB die Fallungs- 
kraft bei der Essigsdiure gleich 
Null ist, beim Glykokoll, bei der 
Bromessigsaure und Chloressig- 
sdure steigt, den héchsten Punkt 
bei der Dichloressigsaure erreicht 
und bei der Trichloressigsiure 
wieder sinkt. Es folgt daraus, 
daB Chlor in einem Molekiil eine 
gréBere Fallungskraft als Brom 
besitzt; mit dem Eintritt des 
zweiten Chloratoms potenziert 
sich dieselbe, das dritte Atom 
wirkt jedoch schon abschwachend. 
(Jodderivate waren nicht er- 
hialtlich. ) 

Laut Abb. 3 wurde eine 
weitere Reihe gepriift: die Pro- 
pionsiure, “-Milchsaure, «-Thio- 
milchséure und _ Trichlormilch- 
siure. Die Propionsiure fallt tiberhaupt nicht, «-Milchsiure schwach, 
«-Thiomilchsaiure mehr, und die Trichlormilchsaéure zeigt eine eminente 
Fallbarkeit. Das bestatigt das vorhergehende Ergebnis, daB Chlor im 
Molekiil ein hervorragender Fillungsfaktor ist. (Leider war es uns 
unmdéglich, die Mono- und Dichlormilchsaéure zu erhalten.) 

Abb. 4. Die Wirkung von Phenol, Resorcin und Pyrogallol 
beweist den steigenden Einflu8 von OH-Gruppen, der bei drei 


Hydroxylen am stiarksten ist. Aus der Arbeit Becka und Sinkora, 
Mitteilung III, ersieht man, daB die Lage der OH-Gruppen fii die 
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Fallung nicht entscheidend ist. (Gepriift am Resorcin und Pyro- 
catechin.) 
Abb. 5. Durch den Eintritt der COOH- und noch mehr der 
SO,H-Gruppe in das Molekiil steigt die Fallungskraft bedeutend. 
Abb. 6. Die NO,-Gruppe weist eine starke Fallungskraft auf, 
die der Wirkung von Chlo: ahnlich ist. Die Akkumulation dieser Gruppe 
verstarkt sie noch mehr. 
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Abb. 4. 

Abb. 7. Die Aminogruppe 
schwacht die Fiallungskraft be- 
deutend, wie man es bei den 
Resultaten mit Aminoderivaten ge- 
sehen hat. 

Abb. 8. CH,OH- und 
CHOH-Gruppen zeigen zwar eine 
Fallungswirkung, jedoch setzen 
mehrere alkoholische Gruppen im 
Molekiil sie so weit herab, daB das 
Glycerin z. B. keine EiweiBkérper 
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mehr fallt. Diese Erfahrung bestatigten wir durch eine lange Reihe 
von Versuchen mit EiweiSlésungen, mit gleichen Teilen Glycerin 
gemischt, und wir benutzten jetzt das Glycerin als ein Konservierungs- 
mittel fiir EiweiBe. 





Il. 
Der Einflu8 des Verdiinnungsmittels auf die Fallung wurde schon 


eingehend von Becka und Sinkora studiert; wir begniigten uns mit 
der Feststellung der konstatierten Tatsachen. 


Ill. 
Der dritte Faktor der EiweiBkoagulation, welcher sich durch die 
Tropfenmethode mit einer ungewéhnlichen Genauigkeit verfolgen laBt, 
ist der gefallte EiweiBstoff. Proteine verschiedener Aussalzbarkeit 
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und chemischer Zusammensetzung unterscheiden sich durch ihre 
Tropfendiagramme wesentlich voneinander, auch wenn sie von der- 
selben Tiergattung stammen. 

In unseren Versuchen verfolgten wir die Fallungsfahigkeit der 
Albumine und Globuline im Vergleich mit dem urspriinglichen Pferde- 
serum. Die Lésungen dieser EiweiBe, mit MgSO, véllig, ev. mit 
(NH,),S0, halb gesattigt, wurden vor dem Gebrauch mit destilliertem 
Wasser verdiinnt, waihrend dem Serum dasselbe Quantum von Salz 
[MgSO, oder (NH,),S0,] beigemengt wurde. 
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Abb. 9. 


Albumine in | proz. Lésung wurden mit Na,8, KOH, KCN koa- 
guliert, waihrend bei den Globulinen jede Wirkung ausblieb. Kupri- 
sulfat, Cadmiumnitrat, Aluminiumchlorid und sekundires Natrium- 
phosphat fallen nur Globuline, Albumine dagegen nicht (Abb. 9). 

Bei den Versuchen, wo sowohl Globuline als auch Albumine gefallt 
wurden, weisen die Globuline eine gréBere Fiallungsfihigkeit aus, 
d. h. sie werden in schwachen Konzentrationen des EiweiBes und 
des Fallungsmittels stark gefallt. 


IV. 

Im letzten Teile dieser Abhandlung soll noch auf die Verinderungen 
der Koagulation der EiweiBe im Serum bei diversen Krankheiten hin- 
gewiesen werden, wie man sie bei Experimenten mit Seren, die den 
verschieden kranken Pferden entnommen wurden, beobachten konnte. 
Dies geschah bei vier Krankheiten: Nephritis chronica, Ascites, Himo- 
globinimia und Tetanus. Die Seren wurden mit etwa 50 Stoffen gefallt, 
wovon die meisten der Fallungsmittel ihren Typus bewahrten, immerhin 
fanden sich aber einige, deren Diagramme durch den Einflu8 der 
Krankheiten sich bedeutend unterschieden. Von unseren Fillungs- 
mitteln kénnen als solche bezeichnet werden: Eisensulfat, Pyrogallol 
und Tannin (Abb. 10). 

Es liegt uns fern, aus diesen einigen Versuchen auf die durch 
Krankheiten hervorgerufenen Veranderungen an Eiwei8kérpern schlieBen 
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zu wollen; denn auch andere Umstinde (verschiedene Ionen: H’, Na’, 
Cl’ usw., verschiedene Stoffe: Harnstoff und Reststickstoff) kénnen 
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Abb. 10. I. Pferdeserum: Nephritis chronica. II. Ascites. II]. Hamoglobinimia. IV. Tetanus. 


dabei eine Rolle spielen. Es hat jedoch den Anschein, als ob diese 
Wahrnehmungen eine praktische Bedeutung fiir klinische Diagnosen 
haben kénnen. 


Zusammenfassung. 

1. Neutralsalze (Hg”), Salze der zweiwertigen Metalle (Cu’, Cd’), 
der dreiwertigen Metalle (Fe”, Al”), Sauren mit einer groBen Disso- 
ziation, Aminoséiuren und Dicarbonsiuren haben ihre eigenartigen 
Typen der gefillten Flaichen. 

2. Die Tropfenmethode kann zur Analyse von chemischen Stoffen 
benutzt werden. 

3. Halogene, Hydroxylgruppe (OH), Sulfongruppe (SO,H), Nitro- 
gruppe (NO,) im Molekiil des organischen Fallungsmittels erhéhen 
die Fiallungskraft desselben; die Aminogruppe (NH,) dagegen  er- 
niedrigt sie. 

4. Die aliphatischen Alkohole zeigen eine gewisse Fallungskraft, 
dieselbe sinkt jedoch mit der Zahl der alkoholischen Gruppen im 
Molekiil, so da8 Glykol keine Fallungswirkung hat und das Glycerin 








104 L. Cikének, J. Havlik u. F. Kubének: Eiwei8kérperkoagulation usw. IV. 


sogar die Fiallbarkeit des Blutserums gegen verschiedene Mittel un- 
verandert 14Bt; es kann daher als ein konservierendes Mittel der Eigen- 
schaften der Proteine verwendet werden. 

5. Der Einflu8B des Verdiinnungsmittels auf die Fallungsfaihigkeit 
der EiweiBstoffe ist sehr groB. 

6. Mit bestimmten Lésungen von Na,S, KOH, KCN lassen sich 
die Albumine, aber nicht die Globuline ausfillen. Die Lésungen von 
CuS0O,, Cd(NOz3)., AICI, und Na,H PO, fallen die Globuline, jedoch 
nicht die Albumine. Die tibrigen Fallungsmittel, die beide Proteine 
fallen, haben im allgemeinen eine gréBere Wirkung auf die Globuline 
als auf die Albumine. 

7. Die Seren von Pferden, die mit Nephritis chronica, Ascites, 
Hamoglobinémia und Tetanus behaftet sind, gaben eigenartige Typen 
der gefiallten Flachen mit Ferrosulfat, Pyrogallol und Tannin. 


Literatur. 


Die vorigen Mitteilungen in dieser Zeitschr. 187, Heft 4/6; 188, Heft 4/6 
Mitteilung II und III. Publikace vys. Sk. zvérolék. v. Brné 1923, Nr. 9, 10. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 


Leon Asher. 
Nr. 58. 


Priifung der Frage von giftigen Stoffen im Serum schild- 
driisenloser und parathyreopriver Tiere mit Hilfe 
des respiratorischen Grundumsatzes. 


Von 
Ken Jino. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 20. Dezember 1923.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Neben der Lehre, daB die Organe mit innerer Sekretion dazu 
bestimmt seien, an den Organismus Stoffe abzugeben, welche regelnd 
in die Funktionen naher oder ferner liegender Organe eingreifen, be- 
hauptet sich noch die Ansicht, daB die sogenannten Organe mit innerer 
Sekretion auch der Entgiftung dienen kénnen. Diese Auffassung ist 
nicht unberechtigt, wenn man an die bemerkenswerten Erscheinungen 
denkt, welche infolge der Entfernung gewisser Organe eintreten. Die 
Beobachtung der schweren Symptome, welche nach Entfernung der 
Glandulae parathyreoideae oder der Nebenniere eintreten kénnen, 
lassen die Meinung, daB es sich hierbei um eine Vergiftung des Orga- 
nismus handle, als wohl diskutierbar erscheinen. Die Lehre von den 
entgiftenden Funktionen der Organe mit innerer Sekretion wird aber 
auch fiir Organe vertreten, fiir die nach dem jetzigen Stande unserer 
Kenntnisse die innere Sekretion als feststehend gilt und wo von der 
Mehrzahl der Autoren die Zuriickfiihrung auf ein Vorhandensein, 
Fehlen oder Ubermaf8 vielleicht auch Abartung der inneren Sekretion 
eine geniigende Erklarung fiir alles Beobachtbare gibt. Das Gesagte 
bezieht sich auf die Schilddriise. Die Behauptung, daB die Schild- 
driise eine entgiftende Funktion ausiibe, daB also die Ausfallssymptome 
bei ihrem Fehlen auf einem oder mehreren im Organismus nicht mehr 
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durch die Schilddriise entgifteten Giften beruhen, mii®te sich natiirlich 
auf beweisende Experimente stiitzen. In der neueren Literatur gibt 
es aber nur noch eine einzige sehr interessante Versuchsreihe, welche 
im Sinne der Entgiftungslehre spricht, und das ist eine von P. T'ren- 
delenburg') stammende. Trendelenburg bediente sich der Reid-Huntschen 
Acetonnitrilreaktion, welche damals im Jahre 1910 mit fiir die beste 
Methode galt, um wirksame Schilddriisensubstanz nachzuweisen. Die- 
selbe beruht bekanntlich darauf, daB Mause nach Zufuhr von wirk- 
samen Schilddriisenstoffen gegen die Vergiftung mit Acetonnitril 
resistenter werden kénnen. T'rendelenburg fand, daB mit dem Blute 
normaler Katzen die Acetonnitrilreaktion nicht gelingt, d. h. nach 
Verfiitterung von Normalblut werden Mause nicht resistenter gegen 
die Vergiftung mit Acetonnitril. Nach Entfernung der Schilddriise 
fand Trendelenburg auffallenderweise, daB mit dem Blute der schild- 
driisenlosen Katzen die Acetonnitrilreaktion gelang, woraus er den 
Schlu8B zog, daB wegen Fehlens der Schilddriise die Speicherung des 
die Acetonnitrilreaktion verursachenden Korpers in der Schilddriise 
nicht mehr stattfinden kénne, dieser vielmehr im Organismus kreise. 
Wenn dieses Ergebnis zutriife, so wiirde es, wie Trendelenburg aus- 
fiihrt, besagen, daB der Stoff, der nur in vollwertigen Schilddriisen 
auffindbar ist, ein Gift sei, welches von der Schilddriise zu Entgiftungs- 
zwecken gespeichert werde. Die zahlreichen Erfahrungen der letzten 
Jahre machen zwar diese Deutung nicht wahrscheinlich, auch ist die 
Reid-Hunische Reaktion durch weit bessere ersetzt: aber immerhin 
verdient die Versuchsreibe von T'rendelenburg noch einmal iiberpriift 
zu werden. Diese Uberpriifung mu8 natiirlich mit neueren und in 
ihren Grundlagen durchsichtigeren Methoden ausgefiihrt werden. Mit 
solchen Methoden hat man sich vielfach im Berner physiologischen 
Institut beschaftigt, und die Erfahrungen, die dort gewonnen worden 
sind, haben zu der Einsicht gefiihrt, daB die Methode der Priifung der 
Sauerstoffempfindlichkeit die Methode des Grundumsatzes und die 
passend ausgefiihrte Methode von Laeven-Trendelenburg wohl die zu- 
verlassigsten sind. Aus diesem Grunde folgte ich der Anregung von 
Prof. Asher, um unter seiner Leitung die Frage, ob nach Schilddriisen- 
entfernung biologisch wirksame Stoffe im Organismus kreisen, zu 
priifen, zugleich aber auch, gewissermaBen als Kontrolle, die Frage, 
ob nach Entfernung der Glandulae parathyreoideae im Blute nach- 
weisbare differente Stoffe vorhanden sind, mit zu untersuchen. Was 
die letzteren Organe anlangt, so ist jetzt die Meinung vorherrschend, 
daB die Tetanie auf der Dimethylguaridinvergiftung, beziehentlich, 
nach neuesten Erfahrungen von Carlson und Luckhardt, auf Ver- 


1) P. Trendelenburg, diese Zeitschr. 29, 396, 1910. 
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giftung mit mehreren EiweiBabbauprodukten beruhe. Fir diese 
Anschauung gibt es auch eine Reihe von beachtenswerten Stiitzen. 
Die Frage, ob im Blute von Tieren, die sich gerade im Tetanieanfall 
befinden, ein Gift nachweisbar ist, ist mehrfach untersucht worden, 
so z. B. im Berner physiologischen Institut durch Z. L. Backman?). 
Backman entnahm im Tetanieanfall Blut von Kaninchen und priifte 
dessen Wirksamkeit auf den tiberlebenden Kaninchendarm. Mit dieser 
Methode war er nicht in der Lage, eine Giftwirkung festzustellen. 


Die Methode, deren ich mich bediente, war die Untersuchung des Ein- 
flusses parenteraler Seruminjektion auf den respiratorischen Grundumsatz 
von Ratten. Wie schon oben bemerkt wurde, ist der Grundumsatz ein sehr 
feines Reagens auf Schilddriisenstoffe wie auch auf Stoffe, die eine biologische 
und chemische Beziehung zur Schildriise haben. Neben der Feinheit und 
Zuverlassigkeit der Methode kommt hinzu, daB gerade Ratten, die ich zu 
meinen Versuchen benutzt habe, Tiere sind, die ein ausgepragtes Reaktions- 
vermégen in den hier in Betracht kommenden Stoffwechselvorgiingen 
besitzen. Die von mir benutzte Methode der Untersuchung des respira- 
torischen Grundumsatzes von Ratten war die von Asher und seinen Mit- 
arbeitern vielfach gebrauchte und mehrfach beschriebene. 


Die parenterale Injektion einer so komplexen Fliissigkeit wie 
Serum bringt in die Methode neue Momente hinein, die beriicksichtigt 
werden miissen. Die mir gestellte Aufgabe besteht darin, zu unter- 
suchen, ob infolge der Versuchseingriffe Stoffe im Serum vorhanden 
sind, welche auf den respiratorischen Grundumsatz eine Wirkung 
besitzen. Wenn solche Stoffe auftreten, so wird man nach dem augen- 
blicklichen Stande unseres Wissens in erster Linie an verhaltnismabig 
einfache Stoffe zu denken haben und nicht an EiweiBe oder andere 
K6rper mit antigenen Eigenschaften. Nun enthalt aber das Serum, 
insbesondere artfremdes Serum, wie ich es verwenden muBte, EiweiB 
und antigene Stoffe, die durchaus nicht indifferenter Natur sind. Amstad 
hat in einer im Druck befindlichen Arbeit im Berner physiologischen 
Institut nachweisen kénnen, daB eine so geringe Menge wie | bis 2 cem 
artfremdes Serum, intravenés dem Kaninchen injiziert, den Grund- 
umsatz desselben merklich steigert, waihrend die gleiche Menge art- 
gleichen Serums diesen Einflu8 nicht besitzt. Diese Tatsache war 
bei meiner Methodik zu beriicksichtigen. 

Ich habe in erster Linie den Grundumsatz der zu meinen Ver- 
suchen dienenden normalen Ratten festgestellt. Es bedarf mehrerer 
Tage der Angewéhnung, bis man den konstanten Wert des Grund- 
umsatzes niichterner ruhender Ratten erhalt. In den spiter folgenden 
Tabellen I bis IV sind die hier in Betracht kommenden Werte mit- 
geteilt. Als Mittelwert aller Versuche ergab sich ein Sauerstoffverbrauch 


1) BE. L. Backman, Zeitschr. f. Biol. 67, 353, 1917. 
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pro Kilogramm Kérpergewicht und pro Stunde von 2,484 cem und eine 
Kohlensaurebilanz von 2,579 ccm. 

Nach Feststellung des Grundumsatzes ging ich dazu iiber, den 
Kinflu8B von parenteral zugefiihrtem Serum von Kaninchen auf den 
Grundumsatz zu untersuchen. Als Weg der parenteralen Zufuhr wihlte 
ich die intraperitoneale Injektion. Dieselbe ist bei der Ratte leicht 
durchfihrbar. Sie hat auBerdem den Vorzug, daB die EiweiBresorption 
aus der Peritonealhéhle sehr langsam vor sich geht und da8 man auf 
Grund anderweitiger Erfahrungen weiB, daB die antigene Eigenschaft 
von artfremdem Serum auf diesem Wege in viel milderer Weise zum 
Ausdruck gelangt als bei intravenéser Injektion. Das Serum gewann 
ich von normalen Kaninchen aus dem Ohre derselben steril, indem 
ich das Blut in sterilen GefaiBen auffing und durch Zentrifugieren die 
Trennung von Blutkuchen und Serum beschleunigte. Der Erfolg der 
Seruminjektion wurde am Tage der Injektion selbst sowie in den nach- 
folgenden 2 bis 7 Tagen untersucht. 

Das Ergebnis dieser Versuchsreihe lege ich in den Tabellen V 
und VI nieder, sowie in den spater folgenden Kurven. Es zeigt sich 
bei beiden zum Versuche herangezogenen Ratten als Erfolg der paren- 
teralen Injektion von normalem Kaninchenserum im Durchschnitts- 
werte der Kohlensiurebildung und des Sauerstoffverbrauchs eine 
kleine Steigerung. Dieselbe betragt fiir die Kohlensaéurebildung etwas 
mehr als fiir den Sauerstoffverbrauch. Die Steigerung ist am gréBten 
am zweiten bis vierten Tage nach der Injektion, wenn 1 ccm Serum 
injiziert wird; bei Injektion von 2 com Serum kann der gréBte Anstieg 
am Tage der Injektion erfolgen. Die hier mitgeteilten Ergebnisse decken 
sich mit den Erfahrungen, welche Amstad an Kaninchen gemacht hat, 
die in der Jaquetschen Respirationskammer untersucht wurden. 

Dieselben Tiere, welche als Blutspender in der voraufgehenden 
Versuchsreihe gedient hatten, wurden benutzt, um bei ihnen die Schild- 
driise zu entfernen. Die vollstandige Entfernung der Schilddrise mit 
sorgfaltiger Erhaltung der beiden auBeren Nebenschilddriisen geschah 
in der im Berner physiologischen Institut tiblichen Weise. Von diesen 
schilddriisenlosen Tieren wurde in der friiher beschriebenen Weise 
Blut entnommen und das hiervon erhaltene Serum den beiden frither 
benutzten Ratten intraperitoneal injiziert. Bei jedem Tiere habe ich 
je drei Versuche angestellt. Das Ergebnis dieser Versuche bestand 
darin, daB wiederum infolge der Injektion eine kleine Erhéhung der 
Durchschnittswerte des respiratorischen Umsatzes eintrat. Auch hier 
war die Erhéhung der Kohlensaurebildung etwas gréBer als diejenige 
des Sauerstoffverbrauchs. Verglichen mit den Werten, die bei Injek- 
tionen von Serum normaler Kaninchen erhalten wurden, sind dieWerte 
nach Injektion von Serum schilddriisenloser Tiere etwas kleiner. Die 
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erhaltenen Resultate enthalten keinen Fingerzeig dafiir, daB im Serum 
schilddriisenloser Tiere ein Stoff kreise, welcher als Gift angesehen 
werden kénnte. Jedenfalls kann es sich um kein Gift handeln, welches 
in gentigender Menge in 1 bzw. 2ccm Serum vorhanden wire, um eine 
Wirkung auf den so duferst empfindlichen respiratorischen Stoff- 
wechsel der Ratten auszuiiben. Will man sich noch vorsichtiger aus- 
driicken, so kann man sagen, da8 kein Stoff vorhanden ist, der eine 
gréBere Wirkung auszuiiben vermége als die ohnehin schon geringe 
von artfremdem Serum, wenn es intraperitoneal bei der Ratte injiziert 
wird (Tabelleé V und VI). 

Hierauf ging ich dazu iiber, bei Kaninchen simtliche Glandulae 
parathyreoideae, somit auch die Schilddriisen zu exstirpieren. Bei 
der Operation, die in Morphiumnarkose stattfand, wurde so verfahren, 
daB zuerst die beiden auBeren Glandulae parathyreoideae exstirpiert 
wurden, sodann die ganze Gegend der Karotis von der Schilddriise 
bis zur Thoraxapertur auf etwaige akzessorische Glandulae para- 
thyreoideae abgesucht wurde. SchlieBlich wurde die gesamte Schild- 
driise restlos entfernt. Von den vier auf diese Weise operierten Kaninchen 
traten bei zwei Tieren die fiir Kaninchen typische Form der Tetanie 
auf; starker SpeichelfluB, Dyspnoe, fliegende Atmung und _ leichte 
tetaniforme Krampfe. In diesen Krampfanfillen wurde Blut aus dem 
Ohre entnommen, um nachher den beiden Ratten intraperitoneal 
injiziert zu werden. AuBerdem wurde bei diesen Tieren vor Eintritt 
der Tetanie Blut entnommen. Das dritte Tier starb, offenbar infolge 
der Exstirpation, nach wenigen Tagen Beobachtung, ohne daB es zur 
ausgesprochenen Tetanieerscheinung gekommen wire. Das vierte Tier 
zeigte innerhalb der Beobachtungszeit keine besonderen Symptome 
(s. Tabellen VII und VIII). 

Das Ergebnis der Versuche, in welchen den Ratten Blut intra- 
peritoneal injiziert wurde, welches auf der Héhe der parathyreopriven 
Tetanie entnommen worden war, war ein ziemlich ausgesprochenes. 
Es trat in allen Fallen eine merkliche Senkung des Mittelwertes der 
Kohlensaureausscheidung und des Sauerstoffverbrauchs ein, wie aus 
den Tabellen IX bis XII und den Kurvendarstellungen ersichtlich ist. 
Bedenkt man, daB sowohl die Injektion von normalem Serum wie 
auch die Injektion von Serum schilddriisenloser Tiere eine Steigerung 
des Grundumsatzes, wenn auch nicht von sehr erheblichem Umfange, 
herbeifiihrt, so bedeutet die Senkung des Grundumsatzes nach Injektion 
von parathyreoprivem Serum um so mehr, denn dieses Serum muB 
einen Stoff enthalten haben, der so stark wirkt, da er die antigene 
Steigerung des Grundumsatzes von artfremdem Serum iberwindet 
und dazu noch den Grundumsatz herabsetzt. Aus diesen Versuchen 
kann daher der SchluB gezogen werden, daB sich mit Hilfe der Methode 
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der Priifung des respiratorischen Umsatzes von Kaninchen in so ge- 
ringen Mengen wie 1ccm Serum die Anderungen des Blutes infolge 
der vollstandigen Entfernung der Nebenschilddriisen, insofern sie zur 
Tetanie fiihrt, nachweisen laBt. Es wird von Interesse sein, in kommen- 
den Versuchen zu ermitteln, ob die hier aufgedeckten Stoffwechsel- 
wirkungen einem Guanidinderivat oder einem anderen Stoffwechsel- 
produkt zuzuschreiben seien. 

ZusammengefaBt sind die Ergebnisse der vorstehenden Arbeit 
die folgenden: 

1. Kaninchenserum, intraperitoneal bei Ratten injiziert in Mengen 
von | bis 2cem, erhéht in geringem Umfange den respiratorischen 
Grundumsatz. 

2. Serum von Kaninchen, denen die Schilddriisen vollstandig 


entfernt worden waren, wirkt in gleicher, wenn auch etwas geringerer. 


Weise. 

Dieses Versuchsergebnis spricht nicht dafiir, daB im Blute schild- 
driisenloser Kaninchen ein durch die Schilddriisen zu speicherndes 
Gift kreise. 

3. Serum, welches auf der Héhe von parathyreopriven Tetanie- 
anfaillen Kaninchen entnommen wurde, bewirkt eine merkliche Senkung 
des respiratorischen Grundumsatzes der Ratten. Diese Methode deckt 
demnach das Kreisen eines different wirkenden Kérpers im Blute 
parathyreopriver Tiere auf. 


Normaler Grundumsatz. 
Tabelle I. Schwanzgezeichnete Ratte. 
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Tabelle III. 


Nicht gezeichnete 
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Tabelle IV. 
Mittelwerte von Tabellen I bis III (normaler ne rome 
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Einflu8 der parenteralen Injektion von Serum des normalen Kaninchens. 
Tabelle V. 
Schwanzgezeichnete Ratte. 
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Tabelle VI. Links gezeichnete Ratte. 














ae. j | | oo | nr » 

i Sel ~| #28 | 44 iss 25 
Datum |S 3 | £25 | SS (£03) 93 | §3 | 

| Sz | H,O CO,| O, gs | 4 Ges EF 2.3 | 
1922 | 20 | $28 2% [ones | ye ) € 

\45 e"e| 68 |S") 6B | ge | 


| 
| 
| 




















| am 2. Tage 


Bemerkungen 


rr 


am 2. Tage 
am 4, Tage 
am 5. Tage 


am 2. Tage 
am 5, Tage 


am 3. Tage 


10. XI. 3 1, "a 1,87 | 1,72 | 0,789 |226,95 | 2,736 2,526 22—24 | 
11, XI. 4 | 1,18 2:38 | 2.36 | 0732 |223.70 2,670 | 2,637 23—19| 
13. XI. | 4 0.72 | 1,91 1,80 0,770 224 26 2/838 | 2'675 20—21 || 
14. XI. | 31), | 1,16 | 1.93 1/81 | 0.774 220:79 | 2,497 2/342 22—19|| 
l ccm Serum. Ruhe, 
16. XI. | 3%), | 1,33 | 2,25 | 1,91 | 0,855 {226,12 | 2,842 | 2.413 |23 22 
17. XI. 6 | 1,87 | 3,36 | 3,18 | 0,765 |221,40 | 2,521 | 2,393 [2320 
20. XI. 4 | 0,94) 2,29) 2,03 | 0,819 |229,15 | 2,494 | 2.214 |21—23 
2cem Serum. Unruhig. 
21.X1. |4 | 1,32 | 2,50 | 2,22 | 0,818 |223,75 | 2,793 | 2,480 |21—20 
22. XI. | 34), 0,82 | 2,12 | 2.04 | 0,754 |220,00 | 2'753 | 2,649 |22—21 
23. XI. |3 | 0,63/1,6 2.173 2222 | 
24.XI. |3 | 086 171 | 1'57 0791 223,94 | 2,545 | 2336 | 23—22 | am 4. Tage 

















Mittelwert: |223,993| 2,644 | 2,439| 21,6 | 


Operation vom 28. November 1922. 
Seruminjektion von schilddriisenlosen Kaninchen. 


Tabelle VII. 


Schwanzgezeichnete Ratte. Mittelwerte im Normalzustand: 2,698, 2,635. 


leem Serum am 2. Tage nach der Operation. 
29. XI. ||3 | 0,87| 1,42 | 1,44 | 0,716 | 185,84 2220 | 
30. XI. ||42/,| 1,30 2:27 | 2:17 0,759 | 187,90 | 2,684 | 2,566 |21—20 | 

1 com Seruin am 2. Tage nach der Operation. 
1, XII. || 4 K 2,43 | 2,14 | 0,824 990,34 3,032 | 2,670 |21—20 || 
4.XII./3 | 0,76 1,72 | 152 | 0'822 | 908,46 | 2817, | 2,490 |21—20. 


leem Serum am 6. Tage nach der Operation. 














5. XIT.|/3 = | 0,51 | 1,54 | 1,24 | 0,902 | 179,64 | 2,857 | 2,300 |21—21 || 
8. XII./4 /1, 15 1,98 1,83 0,832 196, 05 2'524 | 2'330 |21—22 | 
8. XII. || 3 1,40) 1,60 1,54 0,754 182, 97 2.914 2/805 22—22 | 











Mittelwert: | 193,74 | 2,769 | 2,535| 21 | 


Tabelle VIII. 


Links gezeichnete Ratte. Mittelwerte im Normalzustand: 2,373, 2,295. 


leem Serum am 1. Tage nach der Operation. 
30. XI. ||3 | 0,71 | 1,74 213,63 | 2,714 | 2,605 |22—21 | 
1, XII.||3 0,82 | 1185 1,62 | (0,829 229.65 | 2,769 2,495 23—22 | 


leem Serum am 2. Tage nach der Operation. 





















































2. X11. ri h| 2,891 |20—19 || 
4. XII. 0,83 | 2,28 2.16 | 0,766 | 219,47 2,597 2,460 '21—22 || 
leem Serum am 6. Tage nach der Operation. 
6. XII. ||3 | 0,54 1,50 | 1,36 | 0,801 | 206,70 | 2,418 | 2,193 |22—22 || 
7. XI1.)/5 | 1,40 2/39 2.32 eed eres poe 2,272 2/205 2222 || 
8. XII. ||4 ‘1/88 1,96 1,82 0,782 | 210,49 | 2/325 2,161 re 























Mittelwert: 





Giftige Stoffe im Serum schilddriisenloser Tiere usw. 


Operation vom 8. Dezember 1922. 
Serum von Kaninchen im Tetanieanfall entnommen. 


Tabelle 1X. 
Schwanzgezeichnete Ratte. Mittelwerte im Normalzustand: 2,698, 2,635. 


'CO,| O, 





Respiras 
ratur 


Datum | 


Bemerkungen 
1922 


und 
Stunde 


tions. 
quotient 


CO, pro kg 
Oy, pro k 
de 


der Ratte 


und Stun 
Tem 
im conan 


Dauer des 
|| Versuchs 
Gewicht 


| 
| 


leem Serum nach 6 Stunden. 
9. XIT. || 31/, | 0,95 | 1,79 | 1,59 | 0,794 | 187,85 | 2,726 | 2,422 |21—22 
leem Serum vor Tetanie. 
11. XIT. | 3%), | 0,80 | 1,57 | 1,41 | 0,808 | 160,26 | 2,612 | 2,346 e121 
12. XII. 31), 0,65 | 138 | 1.18 | 0,849 | 167,00 | 2'360 | 2,018 |21—21 || 
13. XII. 3 | 0,62 | 1,31 115 | 0,659 177,34 | 2462 | 2161 2122 
14, XIT. | 41), | 2,15 | 2,12 1,86 0,836 | 184,27 2,556 | 2,218 21—22 
15, XII. | 5,5 1.79 | 2.3 39 2.13, | 0,889 177.59 2,446 | 2,180 21—22 _ 


Mittelwert: | 173,29 | 1,487 | 2,184 21 5 





Tabelle X. 
Links gezeichnete Ratte. Mittelwerte im Normalzustand: 2,733, 2,295. 
leem Serum nach 6 Stunden. 
9. XII.\/3 | 0,77 | 1,83 | 1,57 | 0,846 | 216,72 | 2,814 | 2,414 |21—21 
leem Serum vor Tetanie. 
10. XII. ||5 | 0,63 | 2,55 | 2,33 | 0,795 | 208,25 | 2,448 | 2,237 |20—20 
11. XII. |\3 1,17 | 1,35 | 1,27 | 0,772 | 209,58 | 2,147 | 2,019 22—22 
12. XIT. || 5*/, | 2,36 | 2°79 2:63 0,770 295 35 2,153 | 2,021 21—21 
13. XII. 34), | 1,10) 182 1.69 0,782 231,47 2'246 2,086 22—23 
14.XII.'3 | 0,91 131 | 1.07 0,889 | 209,15 2,087 1,705 |22—21 
16. XII. | 4 LH 1.72 | ‘1,64 0.761 203,56 2112 2014 21—22 





Mittelwert: | 214,56 | 2,198 2,013 |21—22 


Operation vom 22. Dezember 1922. 
Serum von Kaninchen im Tetanieanfal] entnommen. 


Tabelle XI. 
Schwanzgezeichnete Ratte. Mittelwerte im Normalzustand: 2,698, 2,635. 


leem Serum vor Tetanie. 


23.XI. | 3 | 0,74 | 1,55 | 1,33 | 0,846 | 210,35 | 2,456 | 2,107 |21—22 
24. XII. 3 0,86 / 146 1,30 0,725 212,47 2.290 | 2,039 2222 
26. XII. 3 0,71, 148 1,36 | 0,790 214,42 2,300 2.114 2221 


Mittelwert: 212, 41 | 2,345. 2,086 21,5 





Tabelle XII. 
Links gezeichnete Ratte. Mittelwerte im Normalzustand: 2,373, 2,295. 


leem Serum vor Tetanie. 


23. XII. || 3 | 0,81 | a 1,22 | 0,803 | 203,37 | 2,213 | 2,015 |21—22 
24.XI1I.| 3 | 0,89) 1,30 1.22 | 0,774 | 205,79 2/108 1,983 2091 
26. XII.) 3 | 0,70! 1,36 1 '30 | 0, 759 208, 13 2, 178 2.082 21—20 | 


Mittelwert: | 205, 16 2,166 2 033 21 
Biochemische Zeitschrift Band 145. 
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Kontrollversuch. 
Seruminjektion von normalen Kaninchen. 


Tabelle XIII. sri ma Ratte. 








a 








i Sz | | 2+ #2 | 2 | 2 | Be 
Datum 3 | laag| $3 ra of | 8 
1922 i 32 H,0 | CO, O, | BS, pe (885) EF | 23 Bemerkungen 
i320 lees! Oe = 
14> | jae] 88 |S *) 68 | fs 
leem Serum. 
20, XII. bar | 1,29 | 2,61 | 2,33 | 0,813 | 200,81 | 2,475 | 2,210 22—23 
21. XII. |\4 later 2,28 | 1,87 0,887 | 219,73 | 2,594 | 2,127 |21—23 
22. XIL. | 49), | 2,47 | 267 | 2,29 0,846 | 215,07 | 2613/2241 |22—21 
Mittelwert: | 211,87 | 2,560|2,192| 22 
Tabelle XIV. Links gezeichnete Ratte. 
leem Serum. 
20. XII.) 3 | 0,88 | 1,52 | 1,44 | 0,766 | 206,93 | 2,448 | 2,319 '21—21 
21. XII. || 3 | 0,75 | 1,54 1,39 0,804 206,81 2)482 | 2'240 '21—21 
22. XII. 3 | 0,70| 142/13 1| 0,787 204,53 2.314. 2.134 22—23 














Mittelwert: | 206,09 | 3,414 | 2,227| 215 
Bemerkungen zu den Abb. 1 bis 8. 


-0-0-0-0- bedeutet den Mittelwert des Grundumsatzes von CO, 

X-<-x bedeutet den Mittelwert des Grundumsatzes von O, 

bedeutet den Mittelwert der Kohlensiurebildung pro kg Kérpergewicht und Stunde 
streeee bedeutet den Mittelwert des S toffverb hs pro kg Kérpergewicht und Stunde 
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: 


od 





Abb. 1. 
Zu Tabelle V. 
08 
06 Abb. 2. 
Zu Tabelle VI. 
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Giftige Stoffe im Serum schilddriisenloser Tiere usw. 
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Abb. 3. Zu Tabelle VII. Abb. 4. Zu Tabelle VIII. 
3 7 
a 
H Abb. 5. Zu Tabelle IX. Abb. 6. Zu Tabelle X. 
i 





4 
Abb. 7. Zu Tabelle XI bis XIII. Abb. 8. Zu Tabelle XII bis XIV. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
Von 
Leon Asher. 
Nr. 59. 


Uber den Einflu8 der Umstimmung 
auf die glykosurische Wirkung subkutaner Adrenalininjektion. 


Von 
Ryotaro Tsukamoto. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1923.) 


In verschiedenen vorausgegangenen Arbeiten aus dem Berner 
physiologischen Institut tiber die Wirkung innerer Sekrete ist der 
Auffassung Rechnung getragen worden, daB ein Faktor, von dem die 
Wirkung innerer Sekrete abhangt, dasjenige ist, was Asher mit Uber- 
tragung eines Heringschen Begriffs auf dieses Gebiet die Stimmung 
der Wirkungsorte nennt. Die nachfolgende Arbeit beschaftigt sich im 
weiteren Verfolg dieses Gedankenganges mit der Frage, wie sich die 
glykosurische Wirkung des Adrenalins gestaltet, wenn das Versuchstier 
verschiedenen Bedingungen unterworfen wird, von denen man an- 
nehmen kann, daB sie eine Umstimmung im Organismus herbeifiihren. 

Die Frage der glykosurischen Wirkung des Adrenalins und ihrer 
Beziehung zur hyperglykiimischen Wirkung des Adrenalins ist schon 
vielfach bearbeitet worden. Eine sehr gute Zusammenstellung der 
wichtigsten hierbei in Betracht kommenden Verhiltnisse findet sich 
in einer neueren Arbeit von Fritz Hildebrandt!) aus dem Heidelberger 
pharmakologischen Institut. Auf diese Arbeit verweise ich auch wegen 
der wichtigsten einschligigen Literatur. Um die zuckertreibende 
Wirkung des Adrenalins zu untersuchen, hat man neuerdings meist 
die Anderung des Blutzuckergehaltes zugrunde gelegt. Seitdem man 
die ausgezeichnete Bangsche Mikroanalyse des Zuckers im Blute besitzt, 
ist dies zweifelsohne in sehr vielen Fallen der richtige Weg, um so mehr, 
als die Anderungen im Blutzuckergehalt das Primare sind, wahrend 
die Zuckerausscheidung durch die Niere etwas Sekundires ist, was 
nicht notwendigerweise mit der Anderung des Blutzuckergehaltes 
parallel zu gehen braucht. Es waren bestimmte Griinde, welche mich 


1) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 88, 80, 1920. 
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veranlaBt haben, die Menge des im Harn ausgeschiedenen Zuckers als 
Kriterium fiir die Wirkung des Adrenalins zu wihlen. Der eine Grund 
war der, daB, nicht zum wenigsten durch die oben genannte Hilde- 
brandtsche Arbeit, der Nachweis geliefert worden ist, daB, wenn man 
fiir gentigenden Zuckerbestand im Organismus sorgt, die glykosurische 
Wirkung des Adrenalins ebenso sicher ist wie diejenige der hyper- 
glykamischen. Voraussetzung ist dabei natiirlich, daB die Versuchs- 
bedingungen so sind, daB die Niere nicht geschiidigt wird. Ein weiterer 
Grund lag darin, daB ich zahlreiche Versuche iiber lingere Versuchs- 


’ perioden an dem gleichen Tiere anstellen wollte. Selbst bei der Mikro- 


analyse ist die haufige Blutentnahme kein ganz fehlerfreier Eingriff, 
vornehmlich deshalb, weil schlieBlich an dem hauptsachlichst der 
Blutentnahme zuginglichen Orte, falls man Kaninchen nimmt, die 
Verhaltnisse sich so andern, da8 Schwierigkeiten bei der Blutentnahme 
entstehen. Sodann aber lag mir gerade daran, auch das Funktionieren 
der Niere mit zu untersuchen, weil fiir die Beurteilung der Reaktions- 
weise des Gesamtorganismus das Verhalten der Niere eben nicht gleich- 
giiltig ist. 

Der mir von Prof. Asher vorgeschlagene Versuchsplan bestand 
darin, da8 ich zuerst die Adrenalinglykosurie am normalen Kaninchen 
ermittelte. Nach Feststellung hiervon ging ich dazu iiber, die Kaninchen 
mit Schilddriisenpraparaten zu behandeln, um sie dem bekannten 
stoffwechselverindernden Einflu8 dieses Stoffes zu unterziehen. Unter 
genau gleichen Bedingungen wurde wiederum die Adrenalinglykosurie 
untersucht. Als Gegenstiick hierzu stand das dritte Verfahren in der 
Untersuchung der Adrenalinglykosurie am Kaninchen nach totaler 
Schilddriisenexstirpation. Als letztes Verfahren, um eine Umstimmung 
im’ Gesamtorganismus herbeizufiihren, wurde ein starker Blutentzug 
vorgenommen. Um die mehr mechanischen Kreislaufstérungen mit 
ihren Folgen auszuschalten, wurde sofort nach dem Blutentzug eine 
Transfusion mit gelatinehaltiger Ringerlésung ausgefiihrt. 


Was die Methode anbelangt, so habe ich die Zuckeranalyse im Harn 
nach der Bertrandschen Methode bestimmt, die in verschiedenen methodi- 
schen Lehrbiichern genau beschrieben ist. Ich méchte nur erwihnen, dab 
ich bei Ausfiihrung der Bertrandschen Methode groBes Gewicht auf die Art 
des Kochens bei der Bestimmung gelegt habe. Ich benutzte zum Kochen 
eine maBig groBe Gasflamme, mit welcher die in einem 250 ccm fassenden 
Erlenmeyerkolben sich befindende zu analysierende Fliissigkeit genau 
innerhalb 45/, bis 5 Minuten so weit erwairmt ist, daB an dem Fliissigkeits- 
spiegel die erste Gasblase auftritt. Etwa 30 Sekunden nach dem Auftreten 
der ersten Gasblase gelangt die Fliissigkeit, wenn man den Kolben auf 
einem Drahtnetz mit Asbest, das in der Mitte gerade zur Rotglut gekommen 
ist, halt, zum Siedepunkt und siedet ringsherum an den Kolbenwinden. 
Mit dieser Art des Kochens erhalt man meiner Erfahrung nach bei allen 
Kontrollanalysen tibereinstimmende Resultate. Da der Harn nach Adrenalin- 
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injektion meist kleine Mengen von Eiwei8 enthalt, muBte ich fiir volistandige 
Beseitigung dieser kleinen Eiwei®Bmengen sorgen. Dies geschah auf die 
Weise, da ich zunachst den Harn mit Hilfe einer 2proz. Essigsiurelésung 
schwach sauer machte, dann filtrierte und nochmals die Reaktion priifte, 
weil der zu schwach angesiuerte Harn beim Filtrieren wieder alkalisch 
werden kann. Den richtig sauren Harn brachte ich in ein Becherglas und 
kochte, bis eine gute Fallung des EiweiBes eintrat, wobei der Harn immer 
maBig sauer bleiben muB. Nach dem Kochen setzte ich 1 bis 2 Tropfen 
lproz. Kalilauge hinzu und kochte noch einmal. Hiernach fallt alles Eiwei8 
in feiner flockiger Form, die Reaktion bleibt aber sauer. Es mu8 natiirlich 
hierauf genau geachtet werden, damit keine Zersetzung des Zuckers im 
Harn eintritt. 

Fiir die Adrenalininjektionen benutzte ich das ,,Adrenalin Clin. pulv. 
pur.“* Hiervon habe ich 0,05 g unter Zusatz einiger Tropfen n/i0 HCl in 
100 ccm sterilem destillierten Wasser gelést. Ich habe es praktisch gefunden, 
die in Dunkelflaschen gehaltene Adrenalinlésung erst nach 5 Tagen zu 
benutzen, weil ich beobachtete, daB8 in den ersten 5 Tagen die Lésung 
inkonstante Resultate geben konnte. 

Das von mir benutzte Versuchstier war das Kaninchen. Die Kaninchen 
wurden mdglichst schonend auf einem Kaninchenbrett gefesselt. Um die 
Korpertemperatur konstant zu erhalten, wurde, wenn das nétig war, das 
Tier durch regulierte Gliihlampen erwaérmt. Ich betrachte die genaue 
Regelung der K6rpertemperatur des aufgebundenen Tieres bei Unter- 
suchungen, die den Kohlenstoffhydratwechsel und die Diurese betreffen, 
fiir eine unerlaBliche MaBnahme. Den Harn entnahm ich mit Hilfe von 
sterilen Kathetern. Ich benutzte stets mannliche Kaninchen, bei denen sich 
ein diinner elastischer Katheter leicht einfiihren l48t, und das mehrstiindige 
Liegen dieses Katheters wird ohne jede Beschwerde fiir das Tier ertragen. 
Der Harn wurde in vorgelegten MaBzylindern aufgefangen. 

Die Kérpertemperatur des Kaninchens ist gewéhnlich 38,3 bis 38,6°C. 
Nach der Injektion von 0,5 mg Adrenalin pro Kilogramm Kérpergewicht 
andert sich die Temperatur in der nachfolgenden Weise. % Stunde nach 
der Injektion sinkt sie um 0,3 bis 0,5°C und bleibt % bis 1 Stunde auf 
diesem niedrigeren Stande. Dann erhéht sie sich wieder auf 38,8 bisweilen 
auf 39° C und bleibt 4 bis 5 Stunden in dieser Hohe, trotzdem das Tier ruhig 
auf dem Kaninchenbrett gefesselt liegt. Abweichungen von diesem Tem- 
peraturverlauf entweder in dem Sinne, de8 sie sehr tief sinkt oder un- 
gewohnlich steigt, deutet auf kranke Tiere. Alle solche habe ich von meinem 
Versuche ausgeschlossen. Wahrend der ganzen Versuchsdauer blieb ein 
Thermometer im Rektum, um die Temperatur zu kontrollieren. 

Die zu den Versuchen benutzten Tiere durften nicht zu jung sein, 
weil zu jugendliche Tiere mehrfache Adrenalininjektionen nicht gut ver- 
tragen. Alle meine Tiere wurden, um einen guten Kohlehydratbestand zu 
sichern, reichlich mit Riiben ernéhrt. Auferdem gab ich vor jedem Versuch 
100 cem Milch. Dies tat ich vor allem deshalb, weil durch diesen Versuchs- 
eingriff auf milde Weise fiir eine gute Diurese gesorgt war. 15 Minuten 
spater injizierte ich an der Innenseite des Oberschenkels subkutan die 
Adrenalinlésung. 


In den nachfolgenden Tabellen I bis VII gebe ich eine Ubersicht 
in Protokollen und Kurven iiber die Ergebnisse meiner Versuche an 
einem normalen Kaninchen. 
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Tabelle I. 
Kaninchen 1, 2, normal. 
16. Marz. Koérpergewicht 2390g. Adrenalin pro Kilogramm 0,5 mg, 
ganze Menge 1,18mg. K®6rpertemperatur 38,0° C. 














6., Vor der! Ganze 


Versuchszeit: 1, Std. | 2. Std. | I 5. Std. | | 4. Std. ‘5, 7. | 8. Std. | 9. Std. Ins 
| Std. | Kael | Menge 


Harnmenge .| 50,5| 30,4 21,6 17,0 15,1! 32 | 22 |etwa40| 107,4 
Aussehen d. Harns | bn klar | klar out getriibt | getriibt _getribt | getriibt | 
schwach|schwach| schwachl stark 


Reaktion . D laa | alkal. | alka alkal. SCs |v aikal | alkel | alkal. 
EiweiB . . .|| (—) (+2Semr +r +e + Spa + Spe +S (-) | 
Zuckeri.Proz.| 0,4 | 7 44; 36 18; 08 | (—) (—) 
Zuckergew. . | 202°0 | 1124's! 950,4 | 622.0 271.8) 256 (—) _3171,0 











Tabelle II. 
Kaninchen 1, $, normal. 
30. April. Koérpergewicht 2556g. Adrenalin pro Kilogramm 0,5 mg, 
ganze Menge 1,27 mg. rir nodes. tes 38,0° C. 
DRS 











| } Be 
tiie ddd) BA Mid ee Lh tee 
pane O find es Std. | Std. | Std. + | Std. Std +13 | Std. | jektion | Menge 


| Vor der Ganze 


P 7 | 


asians | 54,0 38,8) 31,0 13,8, 15,3 to 3,4| 3,0 25 | 50 | 1086 


| fast | schw. s } s * * | stark 
Ausschend.Hams | 4", ar | ae re tribt th trubt | trubt rubt getribt 
Reaktion . | alkal.| slkal. nes oe alkal. veut | sauer oe | Dates, 
— +) 1G +) | (+ +) 
EiweiB . . . Spur a a Spur mibig aBi miBly G) 
Zucker i,Proz., 3,9 43) 13 10) 06 (—) 
Zuckergew. . |'452,6.530,0|1209,0/593,4|195,0105,0| 10,4 (—)| 3557,4 























Tabelle III. 
Kaninchen 3, o’, normal. 
5. Mai. K6rpergewicht 2070 g. Adrenalin pro Kilogramm 0,5 mg, 
ganze Menge 1,035 mg. a ste este 38,0° C. 








| | | | 
“oe es ge SS ee Oe a a ee Bk a 
Versuchszeit : Std. | Std. | Std. | Std. | Std. as Std. | Std. | 

| 


Vor der 
| Injektion 


Std. 


Se — =< ee —— ae = oe Sas : aa 


Harnmenge_ .|| 17, 4 13,4; 12,5) 10,8) 11,0; 6,8 6,4 ad 3,4 | 5,0 | 
iicebiten ds | stark | leicht leicht | leicht leicht | « | gee | ger | ger | gee 
es ies s ee ies } 
Harns. . . ‘tribe oie hut ee efane| triibt | triibt | triibt | ‘le | 
| sehr sehr stark | 


. ischw. | schw.| schw. | schw. | Schw. | schw, | schw. | 
Reaktion ~ | atkal. | alkal.| alkal,| aikal. | alkel. alkal. alkal. SCHW-|S¢DW- alka. 


FiweiB OH WH) a) |) C4) tt) | | 

: || Spu r ot gering |yering gering gering' gering | Spur 
Zucker i. Proz. || 10 3,8} 5,7) 63 48 28 is 0,6 | (—) | (—) ee 
Zuckergewicht |174,0|509,2 712,5/680,4|528,0 208.4 76,8 | 25.2 (—)| — 2914,5 (—) 
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Tabelle IV. 
Kaninchen 4, 9, normal. 
6. Mai. K®6rpergewicht 2030 g. Adrenalin pro Kilogramm 0,5 mg,: 
_ ete. 1,01 Le POM ct ARES 38,3° C. 
Preeuerenmede; fe * cE 2. | i 4 | 5 | 7. | 8. | 9! Worder| Ga Ganze 
e * Il Std. | | Std. | Std. | Std. L Std. L Sed L Std. | Std. Std. jektion | Menge 
= = = oe —— = — 7 _ = = = = = = — = 
Harnmenge . 28, a. 0} 43,0) 25,8; 18,6 14,4 13,0 3,5) 1,8 | 8,0 | 1463 
gee | fast leicht ges he 
Aussehen d. Harns “tribt trabt | klar klar | klar | klar ia tribt | || getriibt 
h 
Reaktion . . ‘alkal. jo. sch. ped Rawd | neutr. eos sauer | alkal. 
iweiB . Hy} (SS) | | |e wer 
Biweib iM ) | ( )| -) | i Sout Spun, | Spur | | —) 
Zuckeri.Proz.| 1,0) 1,5) 3,95 | 5,0 3,45 | 8|(—) | || (—) 
Zuckergew. . 280,0/645,0 1019,0 930,0 496, slo21 0 28°0| (—) | 3619,9 
Tabelle V. 
Kaninchen 5, o', normal. 
17. Mai. Korpergewicht 2510g. Adrenalin pro Kilogramm 0,5 mg, 











ganze Menge 1,25 mg. K6rpertemperatur 38,5° C. 





é: | <2 | 8. 9. Vor det | Ganze 
































Vein thee Ts [Oe 
a * || Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. Std. liek jektion | Menge 
= — — — ~ — 2 as OR — —— t+! —————S——— an na a 
Harnmenge Tsai 30,11 16,5 11,8 9.4 6,0) 5,2) 42) arr 7,2 “utp 
A Hi [lich leicht fast | fast | jig klar fast kl klar || bt | 
usseben d.Harns 1 ose | af A Sot | iter oe r Ph hee | ar | ar | getri t | 
: schw. | schw. | schw. hw. | schw. | schw.| schw. schw.| 
Reaktion . . |alkal. alkal. "Mikal al ‘tal ‘tka. Sauer sauer Sauer ial alkal. 
iwei —)|(—) | (— +) | G)) 4) (|G 
EiweiB . . .|(—)| ( i (—)| Sr, toe | Sour | Ser Spur | Sper | 
Zucker i.Proz. | 0,6 2.5 5,2) 5,25 115 | 4 (—) eas | (— 
Zuckergew. . 231 ‘ol7s2’s/as8'0|902 414093, 5) 69,0 28,8 (—) | (—) || 3227,0 
Tabelle VI. 
Kaninchen 7, o’, normal. 
25. Mai. K®oérpergewicht 2050 g. Adrenalin pro Kilogramm 0,5 mg, 
ganze Menge 1,02 mg. K6rpertemperatur 38,3° C. 
Mae | heun wa | 6. | 7. | 8 | 9, |\Vorder! Genze 
erouchszeit: | | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. jektion Menge 
— — = = = = — = i - u ~ = 
Harnmenge . 213. 40,8 32,0 22,2) 15,5} 82) 40) 32) 20) 7,0 | aze 
ileicht | ges ges stark | stark stark | | stark |) proiey 
ed _. | klar klar | ‘tribt | trubt -_ = ae | | getribt. 
Reaktion . . ‘alkal. | alkal. alkal. | alkal. la alkal. | bende g = | sauer) alkal. 
BiweiB . . «(| (| (|| 2| | | @ ible He | 
ZuckeriProz,|/0,25| 11} 28 43 60| B30 12| 64/C—y| (—) | 
Zuckergew. . 53,25 448,8/796,0 954,61775,0/246,0 48,0 128 | (—) || ae '3354,45 














' 
' 
i 
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Tabelle VII. 
Kaninchen 7, o’, normal. 


31. Mai. Korpergewicht 2080 g. Adrenalin pro Kilogramm 0,5 mg, 
ganze Menge 1,04mg. Korpertemperatur 38,4° C. 





1} 2] a} a4] es] ea} 7] 8 | 9, Mord) Ganse 
Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. Std. Std. | Std. jektion Menge 


Versuchszeit: 
218 156 84 48 40 28 23 40 1040 
leicht 


| 
Aussehen des } | ges | ges | ges | 
Fists... + « Kier kiae | Kier elon trubt | tribt | trubt 


Harnmenge . . 18,3 
teibt Betriibt 


* | | schw. | schw.| schw. | schw. 
Reaktion. . . . alkal. | alkal.| alkal. alkal. alieeh | olitel: | eoneei eaner alkal. 


| 
i \ | C+) 1 G4) | GT CP) GE tt) 
FiweiB. . . . (—) | (4) ] Spur | Spur gering gering gering gering oar 


Zucker in Proz. 0,75 3,25 | 4,25 | 656,55 56,2 3,2) 0,8) (—)| 
Zuckergewicht . 183,0 594,75 926,5 866,0 550,2 249.6 128,0 22.4 (—) (—) 3490.45 

Es ergibt sich aus den vorstehenden Tabellen, da8 die Harnmenge 
gewohnlich in der ersten Stunde, zuweilen aber in der zweiten Stunde 
ihren maximalen Wert erreicht und dann allmahlich sich vermindert. 
Nach der siebenten oder achten Stunde scheidet das Tier nur noch 
2 bis 3ccm konzentrierten Harns aus. Die Kurve, welche die in jeder 
Stunde ausgeschiedene Zuckermenge wiedergibt, hat eine charak- 
teristische Gestalt, trotzdem die Héhe des Maximalwertes nicht immer 
die gleiche ist. Die Kurve erreicht ihr Maximum erst in der dritten 
Stunde, dann fallt sie steil ab, um nach der siebenten oder achten Stunde 
dem Nullwerte sich zu nihern. Die Kurve, welche die Prozentmenge 
an Zucker im Harn darstellt, verlauft im allgemeinen parallel mit der 
der Gesamtmenge, ist aber zeitlich um eine ganze Stunde verschoben. 
Die Gesamtmenge ausgeschiedenen Zuckers betrigt gewéhnlich zwischen 
3000 bis 3600 mg, unabhiingig davon, ob die gesamte Harnmenge 
und der Prozentgehalt des Zuckers ein gréBerer oder ein kleinerer ist. 
Der Prozentgehalt an Zucker erhéht sich, wenn die Harnmenge klein 
ist, vermindert sich jedoch bei Ausscheidung von gréBeren Harnmengen, 
eine Erscheinung, deren Ursachen selbstverstindlich sind. Ich habe 
bei gesunden und richtig gefiitterten Tieren selbst bei fortgesetzten 
Adrenalininjektionen stets genau, wie es Hildebrandt angibt, gute 
glykosurische Wirkungen erhalten. 

Meine nédchste Versuchsreihe beschaftigt sich mit den Folgen der 
subkutanen Adrenalininjektionen bei Tieren, die mit Schilddriisen- 
praparaten gefiittert waren. Die Folgen der Schilddrisenfiitterung 
am Kaninchen sind im Berner physiologischen Institut haufig unter- 
sucht worden. Der Stoffwechsel wird gesteigert, was am schlagendsten 
aus dem erhéhten Sauerstoffbediirfnis solcher Tiere hervorgeht. An 
Ratten wie an Kaninchen zeigten die Arbeiten von Abelin und Jaffe'), 


1) Diese Zeitschr. 102, 39, 1920. 
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daB der Glykogenbestand sehr herabgesetzt sein kann. 


Die Diurese 


wird vermehrt. Ich gebrauchte als Schilddriisenpraparat die Tabletten 
von Borrough Welcome & Co., und zwar Tabletten zu 0,324 g Driisen- 
substanz pro Stiick. Die zerriebenen Tabletten habe ich in 100 ccm 
Wasser suspendiert und per Schlundsonde den Kaninchen eingegeben. 
Wahrend der Schilddriisenzufuhr habe ich von Tag zu Tag den Harn 
und die Temperatur untersucht. Die Temperatur aller mit Schild- 
driise gefiitterten Kaninchen erhéht sich etwa eine Woche nach dem 
Anfangen der Behandlung bis auf 39°. Die Tiere werden lebhaft, munter 
und reizbar, jedoch magern sie allmahlich ab. Zucker habe ich niemals 
im Harn vor der Adrenalininjektion beobachtet, hingegen trat manchmal 
spurweise Eiwei8 auf. 
Die Resultate meiner Versuche gebe ich in den Tabellen VIII, 

IX und X. 

Tabelle VIII. Kaninchen 2, o. 

Schilddriisenextraktinjektion. 


Adrenalinversuch. Koérpergewicht 1850 g. Adrenalin pro Kilogramm 0,5 mg, 
ganze Menge 0,925 mg. eit ideo EERE 38,0° C. 



































| 
Datum: am fevavavievlavievfeviavian ¥ | u. |e RE 
; } Bageen " 
KG, . |1920) 1930 1930 1920 1930, 1920 1900 1900 1900) 1840 1860 1900 1900 1870) 1850 70 
|| abgemagert 
Dosis . 288 29) 2,9; 2,9 2,9) 2,9 2,85 4,75 4,6 5,0 5,0 | 5,0 5,0) 5,0! 5,0)) 50.58 
|| ganze Menge 
OG ET BONE memty mee i AR RS Ae | liv a| #6 
Versuchss | 1. 2) & Ts 5. ee ae A 8. ih njeke | Ganze | 4 c] 
omer j Sed | Std. | Std. hae Std. 2 ie Std. Std. | Std. | | Std. | | Std. tion Menge Ss 
a |i ream a — re Tr ——— — oe ——_ ———————— 
Harnmenge | 3,8 | 90 10, 6 7,5 6,0) 5,5 46. 2,0; 2,0 ta 51,0 | 7,0 
Aussehen || ge, | /eicht leicht | leicht leicht leicht leicht leicht|leicht| stark 
es ee es | | ges ies ies | ges 
des Hams | a thubt | teibt | that | trae | Setribt | elie \trebt trabt|| tube 
Reaktion -| sauer, —_ _—_ sauer saver sauer | sauer | sauer| sauer| sauer sauer 
ciweis . 1D) HID | @) @! & | ® || oH) @ (+) 
nee | Spur | Spur | Spur | gering gering) gering | Spur | Spur Spur § Spur 
Zucker 
oy ae PSH 7,1) 9,3) 13,0) ys 5,8 Rey 1,25 0,4, (—) | (—) 
Zuckergew. ‘91, 9 639.0 25, 0| 8; iy) (-—) 3757, 35) (—) 





















































Tabelle 1X. Kaninchen 1, ¢. 
Schilddriisenpraparat injiziert und gefiittert. 
19. Mai. Adrenalinversuch. K6rpergewicht 2400 g. Adrenalin pro Kilo- 
gramm 0,5 mg, ganze ae 1,2mg. Korpertemperatur 38,0° C. 






































‘si | | 
baum: av, |r hs vz | ¥. | ve |v ‘aaa 
cG. . | 2550| 2540| 2500 2560 2560 2560) 00 2600 2580| 2560) 2540 2500) 2450| 2400 150 
| abgemagert 
Dosis . | 3,87 | 381 3,87 | 6,51 | 64) 64 7,0. 70) 70) 70 | 70 tr | 65,86 com 
‘ate ae | Tab, Tab. Tab 3 Tab. 
j | | | ganze Menge 











yor 


AQ) 
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Tabelle IX. (Fortsetzung.) 





{ a, ! } ne ¢ 2 “+ ad m 
“eh ok Ue Be ; 4 5. &, 7, & Vor der Ganze 


eu a aan a aa | Std. Injektion | Menge 
en es t - | - i . 
Harnmenge. . |18,2 13,2 | 94 84 | 82 19,5 15,0 57,4 
Aussehen des || abt leicht | leicht leicht | leicht leicht stark 
Hams ... ‘aes pom getriibt | getriibt getriibt| getriibt getriibt getrubt 
sehr 
Reaktion. . . lees schveach sauer  sauer | sauer sauer Pn nal 
EiweiB8. .. . 11 (H | (H (+4) (4) | G (+) (+) 
| gering | gering | gering ering | gering _—gering gering 
Zucker i. Proz. | 0,45 | 0,75 115 0,85 | 05 (—~) (—) 
Zuckergewicht. | 81, 0 99,0 108. 1 (71,4 | 41,0 (—) (—) 401.4 
Tabelle X. 


Kaninchen 5, oc. 
Schilddriisenpraparat gefiittert. 
9. Juni. Adrenalinversuch. Ké6rpergewicht 1890 g. Adrenalin pro Kilo- 
ssa 0,5 mg, ganze Menge 0,945 mg. se st hei 38,5° C. 





| 26, 

















| 27.| 28.| 29./ 30.) 31. 1. | 2] 3 
Datum: v.| ¥ v.| V. kak v.| V.| V-| vi. | VE] Vi Vi Vi Vi Vi. vil 
| = L 

KG. . 24502460 24 2450 2430 2400 2290'2270 2220 1970 1970 | 1860 |1850, 1860 1880/1870, 580 

| | abgemagert 
Tablette | 1 | 2S aeheen ee nicht 1 nicht nicht ee eh 12 

| | gefut- |gefut-| gefut- | 

oe | tert tert | tert | | ganze Menge 

gee Ps Vor 
Vieiaitenaia el Be | 2. 3. 4. S 6. a 8. 9, ‘ae Ins) Ganze 





| 
fe | Std. Std. Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. jektion) _— 


Haramenge . | 4,0 | 9,6 13,5 13,2 | 7,0| 50 3,0 26 | 23 3,6 | 553 


Aussehen des | ges leicht | ges es ges ger | ges stark | 


6 & 9S ‘ s 
Hams . . | tribt eect klar | klar | | trubt | tribt | tribt | trubt | trubt ceibe 
Reaktion . | alkal. | alkal. | alkal. | alkal. | alkal. | othel. fast | fast | sauer | sauer | 


sauer  sauer 
Eiwei®B . -|l t+) 1 Ot G4) 1 GD) GD GED GD) Oe GD (—) | 

|| Spur | Spur | aw gering | gering gering | gering gering | gering 
Zuckeri.Proz. 0,6 135)" 1 15 1,25; 0,6 | (—) | (—)) (—) 
Zuckergew. . (24.0 76.8 | 1a86°0 Hea’ 05) 112.5 62,5 18,0 (—) | (—) 593,85 





Es ergibt sich bei Durchsicht der Protokolle, daB die Injektion 
von Adrenalin bei mit Schilddriise vorbehandelten Tieren zwei ent- 
gegengesetzte Resultate férdert. In dem einen Falle wird im Vergleich 
zum Normaltier sehr viel weniger Zucker ausgeschieden, in dem anderen 
Falle aber ausgesprochen mehr. In jedem Falle aber zeigt sich, daB 
zeitlich die Ausscheidung des Zuckers nach einer friiheren Periode 
verschoben ist. Es ist nicht schwer, diese anscheinend widersprechenden 
Ergebnisse aus bekannten Wirkungen des Schilddriisenhormons zu 
erklaren. In denjenigen Fallen, wo auf Grund der Individualitaét des 
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Tieres die tibermaBige Schilddriisenzufuhr das Glykogendepot des 
Organismus entleert, muB natiirlich die Glykosurie eine geringere sein; 
in denjenigen Fallen aber, wo dies nicht eintritt, kommt die von Asher 
und seinen Mitarbeitern genauer verfolgte erhéhte Empfindlichkeit 
auf Adrenalin zum Ausdruck. Sie kommt auch darin zum Ausdruck, 
daB die Zuckerausscheidung friiher eintritt. Bekanntlich haben Asher 
und Flack in der Arbeit, wo zum erstenmal die sekretorische Inner- 
vation der Schilddriisen gezeigt wurde und damit eine sichere Basis 
fiir eine physiologische innere Sekretion durch die Schilddriise geschaffen 
worden war, sich besonders der Steigerung der Adrenalinempfindlichkeit 
als Kriterium fiir vermehrte Schilddriisensekretzufuhr bedient. Viele 
Jahre spiter ist dann diese Reaktion von Asher und Flack als Goetsch- 
reaktion bezeichnet worden. 


Meine dritte Versuchsreihe beschaftigt sich mit der Reaktion auf 
subkutane Adrenalininjektion bei solchen Tieren, bei denen ich einen 
Blutentzug mit nachfolgender Transfusion von Ringergelatinelésung 
gemacht hatte. Die von mir benutzte Transfusionslésung hatte folgende 
Zusammensetzung : 


Cees SORDAE eae 2 eS 9,0 
vi SS TS ST tk eee ee 0,2 
a a 6 Wane OR ee 0,2 
#0 Pee 0 eer ee ae 0,1 


Gelatine (auf 1 Liter destillierten Wassers) . . 30,0 


Ich léste zunachst 30g Gelatine in etwa 900 ccm destillierten 
kochenden Wassers auf und kiihlte dann bis auf 60° ab, dann tat ich 
Hihnereiwei8 von zwei Eiern hinein und kochte die Lésung nach 
kraftiger Durchmischung in einem Wasserbade. Nach Filtration der 
Lésung durch ein Faltenfilter tat ich die anderen Reagenzien hinzu, 
kochte noch einmal nach einer Priifung der Reaktion und erginzte 
die Lésung nach nochmaliger Filtration bis zu einem Liter. Ich steri- 
lisierte schlieBlich in einem Autoklaven. Die Blutentnahme geschah 
steril aus der Carotis sinistra und die Zufuhr der Ringergelatinelésung 
in die Vena jugularis dextra. 


Der Hamoglobingehalt des Blutes wurde von mir fortlaufend mit 
Hilfe des Sahlischen Haimoglobinometers bestimmt. Die Einzelangaben 
sind aus meinen nachfolgenden Protokollen ersichtlich. Es zeigt sich 
im Anfang der erwartete tiefe Sturz, der sich allmahlich wieder in 
eine Riickkehr nach der Norm zu verindert. Uber die Resultate 
meiner Versuchsreihe geben die nachfolgenden Tabellen XI bis XIX 
einen Uberblick. 
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Tabelle X I. 


Kaninchen 3. 
Schilddriisenexstirpation. 
11. Mai. 5 Tage nach der Operation. K6rpergewicht 2050 g. Adrenalin pro 
Kilogramm 0,5mg, ganze Menge 1,02mg. Korpertemperatur 38,7° C. 
2. Juni. 23 Tage nach der Operation. Korpergewicht 2020 g. Adrenalin 
ure of USS 0,5 mg, ganze ani 1,01 mg. Bi sain, 38,3° C. 





2}/a}4/151/6121] & | o& Nerd conse 











Versuchszeit : 1. | z t ; eee a Injeks, 
Std. | Std. Std. | Std. Std. | Std. Std. | Std. | Std. tion Menge 
| 
5 49,2 | 15,2) 10,5) 9,9 8.0 5,5 32 2,0 | 64) 1127 
Harnmenge . | 
23 18,0 | 19,4 20,3 13,2 9,9) 48 3,8) 2.5 | 2,2) 4,3 76,1 
stark 
5 gee | gee | ges | ges | ger | ges | ges | ger | ger | oe, 
Aussehen des trubt trubt | tribt | trubt | triibt | tribt | trubt | trubt | trubt trubt 
23. Hams. . . gency ges ges | ger gee ges | ges | ger | ges 
toibe | trubt | trubt thibt | trabt | trabt | tribe | trubt | trabe! trubt 
5 : alkal. | alkal. alkal. | alkal.| alkal. | alkal. alkal. | alkal. | alkal. | alkal. 
| Beaded | alkal. | alkal. alkal.| alkal. | alkal. alkal.| alkal. | alkel. | alkal. | alkal. 
5 | oH) | OH) | GH) |G) | GH) | GH) |G) |G) | G@) |) 
EiweiB | Spur | Spur Spur | gering Spur Spur gering! geriny) gering, Spur 
3 EH) | a) @® | | | @) he 
|| Spur Spur gcring| maSig mafig mafig maBig) gering) gering 
5 0,45) 3,6 5,19 62 56 38) 1,4 0,5 |(—) (—) 
Zucker i. Proz. | : 
23 i(—)} 1,2 “eh 6,3 8,1, 8,0; 5,3) 1,5 | 08 (—) 
5 7 F |:221,4|547,2'570,9|651,0 544,5 304,0 77,0:16,0 | (—) (—) | 2932,0 
Zuckergewicht | | 
23 | (—) |232,8 690,2/831,6 801,9'384,0'201,4.37,5 |16,0 (—) 3195,4 





Tabelle XII. 
Kaninchen 4, 9. 
Exstirpation. 
3. Juni. 22 Tage nach der Operation. Kérpergewicht 2090 g. Adrenalin 
pro Kilogramm 0,5 mg, ganze Menge 1,05 mg. K6rpertemperatur 38,0° C. 





ees ee Wee Oe + 5. 1-4 oS es Ganze 


Vv shszeit : 
Srauemee || Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std.) “tion Menge 


ul SS 
a | 4 = 
Harnmenge . . 27,0 42.0 45,5, 30,2 185 160 7,5 38/26 38 1661 


} | 
Aussehen des ger | ker 4 leicht ges ges | ges | ges | ges || ges 
Harns . . . | trubt | & bt eset | trubt | trubt | trubt tribt trubt  trubt 
Reaktion. . . | alkal.| _alkal. alkal.| alkal. | alkal. alkal.| alkal. alkal.| alkal. alkal. 


4) ) 4H) | | | | |] CO) 
) (—) | 


EiweiB 2 . . |i (—)| | (— Spur| Spur | Spur Spur! Spur | Spur Spur 


Zucker i. Proz. ||(—)| 0,2| 0,41 3,9) 5,5 48| 3,0! 1,5 | 0,7 | (—) | 
Zuckergewicht. | (—) | 4,0 182,0 1177,8 1017,5 768,02250 57,0 |18,2  (—) | 3529,5 








a eee 
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Tabelle XIII. Kaninchen 6, oc’. Blutentnahme. 
23. Mai 4 Uhr nachmittags Operation. Blutentnahme 50,0cem. Ringer- 
gelatineeinfuhr 50,0ccem. Hamoglobingehalt am 23. Mai 9 Uhr 81 ccm, 
am 24. Mai 9 Uhr 39ccm. Korpergewicht am 23. Mai 2050 g, am 24. Mai 
1970 g. Adrenalin pro Kilogramm 0,5 mg, ganze Menge 0,98 mg. Korper- 





temperatur 38,0° C. 


24. V. ni 2tatal stot 2| a | 9 |\Verder! conse 
Versuchszeit: | Std. | Std. | Std. | Std. Std. | Std. Std. | Std. | Std. | jextion | Menge 
- A 7 A — 


Harnmenge . 28,0) 26,6 17,0 80 5,6) 38 1,6) 2,0 120 926 
leicht | cs 

Ausseben d. Harns | klar | Site thibt habe tribt thibt | teabt -~ klar 
Reaktion .. schw. Penh alkal. alkal. pore pent | aver sauer | oe 

— Hi |) a) Ww) G 
EiweiB . . . Le az (—)| (+) ft | Pag 2 | Sou, § 2 | | wre, 
Zucker i. Proz. \°, 16 | 025, 0,98 4,7) 5,0 3,2 1,3 (—) 
Zuckergew. .| 44.8 | 66,5 | 166, 6/376 '0/280,0 121,6 20,8 | ee | (—) 1080.3 


Tabelle XIV. Kaninchen 6, o'. II. X. nach Blutentnahme. 
26. Mai. Hamoglobin 42 ccm. Kérpergewicht 1870 g. Adrenalin pro Kilo- 
gramm 0,5 mg, ganze Menge 0,94 mg. ae cae eee 38,3°C, 











as at ee? |Vorder Ganze 








mere he te OG Ee wd 
puncuacoanenieeme li ape Std. | Std. Std. | Std. | St Std. | Std. | Std. — Menge 
4 ee Pe. : 7 
Harnmenge . 23,6 | ‘314 16,9 7,0 2.5) 24 3,2 9,9 | 500 | 6,0 | 87,0 
leicht | leicht ges e. stark | stark leicht ges i leicht 
Aussehen d. Harns =. klar ee | tribt | eeabe | | fae | ay = tribt | getribt 
Reaktion . . | alkal. | | alkal. | alkal. alkal. | | sauer | alkal. | alkal. | alkal., alkal. 
EiweiB . . ./(—)|(—) “Sout | Sout | Spur lesring! (+) |(—) | (—)}) (—) 
Zucker i. Proz.) 0,2 | 0,25 | | 49) 44°0,75 04) (--) (—)) (—) | 
Zuckergew. .|47.2| 78,5 srialatonice 18,0 | 12'8 | (—) | 970.5 





Tabelle XV. ‘Kaninchen 6, o. III. X. nach Blutentnahme. 


29. Mai. Hamoglobin 47 ccm. Korpergewicht 1810 g. Adrenalin pro Kilo- 
aan 0,5 mg, ganze ae 0,9 mg. face amass. nies 38,3°C. 























— EMgR pee 
6 | 7%] & | 9 | Vor der| Ganze 


Versuchszeit : | 2 | 3. l 4. ae J HI 
: 4 i | Std. ant ace | td. | pe . ai Std. | Std. | Std. | Sed. “iektion | Menge 
Harnmenge . 28,0| 26,5, 12,8 40, 281 20) 20 eB | 50 | 97,1 


























| 
leicht | | 

Aussehen d. Hams || ges | ges | 8% | See | Ser | gee | ger | See | cetriibt | 
triibt | ee tribe triibt | truibt | triibt | triibt | tribt | triibt | 


ganz 





Reaktion . . | alkal. | | eet. jalkal. ‘alkal. “sauer| Sch alka. alka alkal.|| alkal. 
| al, } 
EiweiB . . . (—), (—) | (| Spur | Spu 6 dB he id ft) | | (— ) 








Zuckeri. Proz..||0,19 | 12] 46 63 39 16 | O4 ii te 
Zuckergew. |e 





)) 
53,2 318,0/590,8 252,0 109.2 32.0) 8,0 | (—) (| (—) 1363,2 
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Tabelle XVI. Kaninchen 6, o. 
20 Tage nach der Blutentnahme. 


12. Juni. Hamoglobin 77 ccm. Kérpergewicht 1820 g. Adrenalin pro Kilo- 
gramm 0,5 mg, ganze Menge 0,91 mg. perenpetatet 38,4°C, 











Po 2 3. 4. 5. | 6. 7. a+ o |\Vorder| Ganze 





oy. Ie 
Versuchszeit: 4 | seq | Std. | Std. Std. | Std. | Std. | Std. | Std. paask | Menge 
Mienenaiiean: jan 6| 28.0 188) 10,9) 104 68) 42. 1,6 6,0 102.3 
||leicht leicht leicht leicht | gee | gee gee | i ‘ 
Aussehen d. rene i er | Sie! _ trabt trabt tribt | trabt | getriibt | 
Reaktion «| alka. alkal. | slkal.| alkal. | alkal. alkal. | alkal. | alkal. alkal. 
EiweiB (+) (+) | (+) | (4) | G4) GH) GG) fan) 
lla |Spur Spur! Spur Spur} Spur | Spur | mafig mafig 
Zuckeri. iia: 0,4; 16) 4,8) 7,0) 5,3 2,1) 0,8/' 0,2 (—) 
Zuckergew. . 86, ‘4 448,0) 902, 4 763, 0, 551,2' 142, '3| 33, 6| 6,4 | (—) | 2933,8 


Tabelle XVII. Kaninchen 7, o. 
Blutentnahme. 
6. Juni nachmittags 3 Uhr 40 Operation. Blutentnahme 54,0 ccm. Ringer- 
gelatineeinfuhr 60,0 ccm. Hamoglobingehalt am 6. Juni 11 Uhr 86 ccm, 
am 7. Juni 9 Uhr 41 ccm. Ké6rpergewicht am 6. Juni 2090 g, am 7. Juni 
2060 g. 7. Juni 9 Uhr 30 Adrenalinversuch. Adrenalin pro Kilogramm 
0,5 mg, ee Menge 1,03 mg. Ké6rpertemperatur 38,3° C. 








ii | | | 
Zeitder | 1. | 2. Rh AT OL. | | 9. Vor der Ganze 
Harnanalyse: | Std. | Std. | Std. | | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. | Std. iektion Menge 


PEPER Wee ner ui 


Harnmenge . . Por 13,4 | 10,3 10,0 CAP § 2,0; 2,0' 18) 12 3,0 47,9 
sie 


Aussehen des fast | fast | fast fast gee | gee | ges | ges +s 
Harns ... | klar | klar klar klar | tri oot trubt trubt , trubt | triibt getriibt | 

Reaktion. . . wicinrt alkal. alkal. | alkal. | | Sauer sauer| sauer sauer sauer sauer 

EiweiB. . . . || (4) | CH) (+) | (4) | CH) | GH) GE) | GH) | Gd) (+) 


Spur | 4 orang gerin leering maBig|maBiz maBig | mabig 
Zucker in Proz. | (—) | 1,425 58 6 5 0,83 | 0,3 | (—) 
Zuckergewicht . | (—) 190, 95 545, A 580,0) 390 0 130,0 16,6 5,4 |(—) (—) |1798,25 
Tabelle XVIII. Kaninchen 7, o’. 
II. X. nach Blutentnahme. 
9. Juni. Hamoglobin 44 ccm. Kérpergewicht 2000 g. Adrenalin pro Kilo- 
saeco 0,5 mg, ganze ] —— 1,0 mg. bearer 38,3° C. 





| | ae Vor der a 
Versuchszeit: | 2. pith Be: 5. 6. ‘. 8. 9. Ganze 


1. | 
| Std. Std. | Std. | Sfd. | Std. | Std. | Std. Std. jektion | Menge 


‘Togo : 
Harnmenge . | 26,2) 220) 20, 1 12.8 6,0 28) 24 15 20 56 93.8 
‘leicht | leicht | leicht | i co | gee ges | ges 


& 
Amachen 4. Horns efane | habe 80, | tribe tribbt | triibt | triibt | tribt trubt getribt 


Reaktion . .||alkal.| alkal.| alkal. | | alkal. | alkal. | sauer | sauer | sauer sauer, alkal. 
EiweiB (+) | (+) | (+) | (+) | C4) | GG) | Ge | GY) GT (Ly 
° * °F Spur! ary" | Spur ‘gering maBig | maBig maBig|maBig maBig | | 
2.5 40) 48405) 1,3) 03 (—)) 
o\602's\512 ol2as’ola is. 4 312/45 (—)|| (—) | 1692,1 
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Zucker i. Proz. 
Zuckergew. || 65,5 | leo 
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Tabelle XIX. Kaninchen 7, oc. 
Ill. X. nach Blutentnahme. 
2. Juni. Hamoglobin 50 ccm. Kérpergewicht 1980 g. Adrenalin pro Kilo- 
gramm 0,5 mg, ganze aires te 0,99 mg. ene 38,5° C. 























| | ] || 

Zeit der ! S Ry Rape A ay BR Ie I ajeke Ganze 

Analyse: ihe Bet Std. Std. Std. Std. | Std. | Std. Std. | Std. Std. | tion | | Menge 
Harnmenge .| 24,5 | 21,0 25,4) 15,2 ‘an 3,0 18 15 16° 06 | 96,9 
Ausschen des leicht |leicht| sterk | stark stark | stark | stark — 

Slases ges klar | klar | ges ges | ges | ges ges | ges 

trubt | trubt| tribt | trabt trubt trubt | trubt. trubt 

Reaktion . .| alkal. | alkal. alkal.| alkal.| alkal. ‘Sika. a —e: )sauer alkal. | 
Jiwei a) aor +) | (+) | (4) | G+ +) | 04) 1G) ff 
ee. oh i) | Spur a vid Spu lesishe maBig | maBig | maBig ( )| 
Zuckeri.Proz., 0,625; 1,4 2,45 3,05 37 75} 1,3) 0,8) (—)| sa 
Zuckergew. . | 153,125)/294,0'622,3/ 463.6 123, 75 39.0 144 (—)|(—) (—) 1710, 175 





Das Hauptergebnis dieser Versuchsreihe besteht darin, daB sowohl 
kurze Zeit nach der Blutentnahme, wenn der Hamoglobingehalt des 
Blutes fast um die Halfte vermindert ist, wie auch spater, wenn er 
allmahlich sich wieder der Norm nahert, die infolge Adrenalininjektion 
auftretende Glykosurie um die Hialfte geringer ist als bei normalen 
Tieren. Die anfiingliche Verminderung des Harnzuckers kann man 
natiirlich leicht auf zwei Momente zuriickfiihren: 1. auf die Ver- 
minderung des Glykogenbestandes infolge des groBen Versuchseingriffs 
und 2. auf eventuell ein vermindertes Ausscheidungsvermégen durch 
die Niere. Diese beiden Erklarungsméglichkeiten versagen jedoch, 
sobald einige Zeit nach der Blutentnahme vergangen ist und die 
deutlichen Anzeichen einer Regeneration eintreten. Es scheint mir 
die Erklarung naher liegend, daB infolge des Blutentzuges und der als 
Reaktion hierauf eintretenden Stoffwechselvorginge eine Umstimmung 
im Organismus eingetreten ist, welche denselben weniger empfindlich 
gegen Adrenalin macht. Um diese Umstimmung zu analysieren, bedarf 
es weiterer Untersuchungen, die in Aussicht genommen sind. 


Zusammengefapt sind die wesentlichen Resultate meiner Arbeit 
die nachfolgenden : 

1. Normale Kaninchen scheiden nach einer einmaligen subkutanen 
Adrenalininjektion durchechnittlich 3000 bis 3600mg Zucker im 
Harn aus. 


2. Der Prozentgehalt des Zuckers im Harn schwankt mit der 
Harnmenge. 

3. Zu junge Kaninchen sind zu diesen Versuchen nicht geeignet. 

4. Mit Schilddriisenpraparaten gefiitterte Kaninchen kénnen, wenn 
sie stark auf das Priparat reagieren, wesentlich schwachere Glykosurie 
aufweisen, die aber zeitlich viel schneller eintritt. 
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5. Bei anderen Tieren ist die Folge eine stairkere Glykosurie als 
normal. 

6. Die Erscheinungen erklaren sich aus der doppelten Wirkung 
des Schilddriisenhormons, der Aktivierung gegeniiber Adrenalin und 
der Verminderung des Glykogenbestandes. 

7. Blutentzug und Ersatz durch Transfusion von Ringergelatine- 
lésung ruft langere Zeit hindurch eine verminderte Reaktion auf die 
Adrenalininjektion hervor, sowohl in der Zeit, wo die Hamoglobin- 
menge noch niedrig ist. wie auch in der Zeit der deutlichen Regeneration. 
Die Erscheinung 14Bt sich als eine im Interesse des abgeinderten Stoff- 
wechsels eingetretene Umstimmung deuten. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 
Nr. 60. 


Erneute Untersuchung iiber den respiratorischen Grundumsatz 
normaler und milzloser Ratten. 


Von 
Y. Takahashi. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 20, Dezember 1923.) 


Die Aufklirung der Funktionen der Milz bietet eigentiimliche 
Schwierigkeiten, die wohl in der inneren Natur der physiologischen 
Leistung dieses Organs und ihrer Stellung, verkettet in dem Getriebe 
mit anderen Organen, beruht. Auf diese Eigenart ist schon mehrfach 
in den Arbeiten tiber die Funktionen der Milz, die aus dem Berner 
physiologischen Institut stammen, hingewiesen worden. Ganz be- 
sondere Schwierigkeiten bietet die Aufklarung der Rolle, welche die 
Milz im Stoffwechsel spielt, nicht zum mindesten deshalb, weil die 
erhaltenen Versuchsergebnisse zum Teil sich widersprechen. Diese 
Widerspriiche reizen immer wieder zu erneuten Untersuchungen. 
Danoff*) zeigte in Versuchen an Ratten, die mit der von Asher ein- 
gefiihrten Art der Stoffwechseluntersuchung mit Hilfe des Haldane- 
Giirberschen Verfahrens ausgefiihrt wurden, daB nach der Entmilzung 
die Ratten eine Erhéhung des Stoffwechsels aufwiesen. AuBerdem 
konnte durch die Beobachtung festgestellt werden, daB der Wasser- 
verlust dieser Tiere ein gréBerer war. Auf Grund seiner Versuche 
gelangte Danoff zu dem SchluB, daB bei Vorhandensein der Milz die- 
selbe einen regulierend hemmenden Einflu8 auf den Stoffwechsel 
ausiibe. GewissermaBen bestiinde ein gewisser Antagonismus zwischen 
der Schilddriise und der Milz. Es war mit Riicksicht auf diesen Ge- 


1) Danoff, diese Zeitschr. 98, 44, 1919. 
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danken des Antagonismus, da dann Streuli mit Ashers Methode der 
Priifung der Sauerstoffempfindlichkeit von kleinen Tieren Ratten ohne 
Schilddriise und Ratten ohne Milz sowie normale Ratten miteinander 
verglich. Er fand, daB entmilzte Ratten gegen Sauerstoffmangel 
empfindlicher sind als normale. Sie verhielten sich demnach dhnlich 
wie Ratten, die in bezug auf die Schilddriisenfunktion tberwertig 
gemacht worden sind. Ferner konnte er zeigen, daB, wenn er Ratten 
sowohl die Milz wie auch die Schilddriise entfernte, diese sich genau 
wie normale verhielten, daB also gewissermaBen ein Gleichgewicht 
zwischen den entgegengesetzten Folgen der Entfernung der Schild- 
driise und der Entfernung der Milz hergestellt worden war. 

Nun liegen aber bei der Ratte hinsichtlich der Milz eigenartige 
Verhiltnisse vor, welche die Rolle der Milz im Organismus der Ratte 
als eine etwas anders geartete erscheinen lassen, als sie bei anderen 
Tieren zu sein scheint. Danoff fand naimlich, da8 seine entmilzten 
Ratten durchschnittlich nur 10 Tage lebten und dann ohne vorauf- 
gehende krankhafte Symptome plétzlich eingingen. Dieses Verhalten 
ist ein ganz anderes als beispielsweise das bei Hunden bekannte. Hunde 
vertragen die Exstirpation der Milz anscheinend ohne irgendwelche 
Symptome zu zeigen; dariiber liegen zahlreiche Beobachtungen vor. 
GroBenbacher zeigte vor vielen Jahren im Berner physiologischen 
Institut, daB ganz junge Hunde, denen die Milz im frithesten Lebens- 
alter entfernt wurde, genau so gut sich entwickeln und aufwachsen 
wie die normalen Kontrollen. In bezug auf das Kaninchen liegt eine 
groBe Reihe von Versuchen vor, in denen die Entmilzung anstandslos 
vertragen wird. Andererseits gibt es auch Beobachtungen — solche 
sind beispielsweise von Dubois im Berner physiologischen Institut 
gemacht worden —, wo Kaninchen ohne ersichtlichen Grund etwa 
in der zweiten Woche nach der Milzexstirpation zugrunde gehen. Es 
konnte noch nicht aufgeklart werden, woher die bei einer allerdings 
nicht sehr groBen Zahl von Kaninchen feststellbare verminderte 
Resistenz gegen die Milzexstirpation herriihrt. Aber selbst wenn man 
die Fille von Nichtvertragen der Milzexstirpation in Rechnung zieht, 
bleibt doch der Unterschied zwischen dem Verhalten der Ratten und 
dem Verhalten anderer Tiere nach Milzexstirpation ein sehr groBer. 
Wenn behauptet wird, daB bei zahlreichen Tieren die Milzexstirpation 
symptomlos vertragen wird, so soll das nur heiBen, daB bei der bloBen 
Beobachtung unter natiirlichen Bedingungen in bezug auf Lebens- 
fahigkeit und in bezug auf das Verhalten der Tiere in allen leicht 
beobachtbaren Verhiltnissen kein Unterschied bemerkbar ist. Es 
gehoéren feinere und kompliziertere Reaktionen dazu, um zu erkennen, 
daB das Fehlen der Milz nicht symptomlos an dem Organismus 
- voriibergeht. Es sind im Berner physiologischen Institut in einer Reihe 
g* 
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von Arbeiten Methoden beschrieben worden, deren Anwendung geeignet 
war, dem Funktionieren der Milz auf die Spur zu kommen. In dieser 
Arbeit soll auf diese Dinge nicht eingegangen werden, sondern nur 
auf die Frage der Beziehung der Milz zu den allgemeinen Stoffwechsel- 
vorgingen. Deshalb soll auch nicht an dieser Stelle auf diejenigen 
Arbeiten des Berner physiologischen Instituts eingegangen werden, 
die mit Hilfe komplizierterer und gewissermaBen mittelbarer Methoden 
dem etwaigen Einflu8 der Milz auf Teilvorgiinge des Stoffwechsels 
nachgingen. 

Kehren wir zur Ratte zuriick, so liegen auBer den oben genannten 
Arbeiten noch die schénen Untersuchungen von Lepehne') vor, welcher 
mit histologischen Methoden auBerordentliche Verainderungen in 
Organen der Ratte nachwies, nachdem denselben die Milz exstirpiert 
worden war. Derartige groBe histologisch erkennbare Verinderungen 
gestatten die Annahme, daB bei der Ratte spezialisierte Verhaltnisse 
vorliegen, die nicht ohne weiteres auf andere Tiere iibertragen werden 
kénnen. Dies war der Grund, warum Doubler?) und Koda*) erneut am 
Hunde den Einflu8 der Milzexstirpation auf den Stoffwechsel unter- 
suchten. Beide bedienten sich des Jaquetschen Respirationsapparates 
und bestimmten in bekannter Weise den Sauerstoffverbrauch und die 
Kohlenséurebildung. Beide Autoren fanden, daB der Grundumsatz 
des normalen und des milzlosen Hundes genau der gleiche war. Jedes 
einzelne Tier wurde vor und nach der Entmilzung unter den gleichen 
Bedingungen untersucht. Um ganz sicher zu gehen, wurde auch ein 
Vergleich bei eisenarmer Nahrung angestellt, auf Grund der Erfahrung 
aus dem Asherschen Institut, daB gewisse Symptome des Fehlens der 
Milz nur dann zum Ausdruck gelangen, wenn die Ernahrung eisenarm 
oder eisenfrei ist. Aber auch beim eisenarm ernahrten Hunde vermochte 
innerhalb der Zeit, welche fiir die Versuche zur Verfiigung stand, die 
Entmilzung keinen EinfluB auf den respiratorischen Stoffwechsel aus- 
zuiiben, weder im Sinne der Erhéhung noch im Sinne der Verminderung. 

Es schien nach den eben mitgeteilten Erfahrungen geraten zu sein, 
noch einmal an der Ratte den etwaigen Einflu8 der Entmilzung auf 
den Stoffwechsel zu iiberpriifen und auch noch ein anderes Tier, namlich 
das Meerschweinchen, zur Untersuchung mit heranzuziehen. Diese 
Untersuchung habe ich auf Vorschlag von Prof. Asher nach seinen 
Plinen durchgefiihrt. 

Was die Methode betrifft, so sind die Respirationsversuche an der 


Ratte sowie diejenigen am Meerschweinchen nach der 6fters beschriebenen 
Methode des Berner physiologischen Instituts ausgefiihrt worden, so daB 


1) Lepehne, Zieglers Beitrage 64, 55, 1917. 
2) Doubler, diese Zeitschr. 122, 161, 1921. 
3) Koda, ebendaselbst 122, 154, 1921. 
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ich iiber die Berechnung des Grundumsatzes, die auBerdem noch klar aus 
den Versuchsprotokollen hervorgeht, nichts weiter zu bemerken habe. 
Nur eins moéchte ich an dieser Stelle erwihnen, da ich strenge darauf 
gehalten habe, keinen Versuch, der berechnet wird, anzustellen, als bis durch 
Voruntersuchung das betreffende Tier auf konstanten Grundumsatz gebracht 
worden ist. Das geht bei einigen Tieren sehr rasch in wenigen Tagen, bei 
anderen Tieren dauert es aber langer. Ist aber einmal der gewiinschte 
Zustand der Konstanz des Grundumsatzes erreicht, so ist er von einer 
geradezu wunderbaren GleichmaBigkeit. In Anbetracht des Umstandes, 
daB Richet in seinen Untersuchungen einen gesteigerten EiweiSumsatz 
infolge der Milzexstirpation fand — die Versuche wurden an Hunden an- 
gestellt —, habe ich auch in einer Anzahl von Fallen den Stickstoffumsatz 
der Ratten ermittelt. Die Ratten wurden zu diesem Zwecke auf Netze 
gesetzt, die auf einer Porzellanschale ruhten. Die SiebgréBe der Netze 
war so, da8 der Kot auf dem Netz liegt und nur der Harn in die Porzellan- 
schale ablief. Die Nahrung wurde in Steinguttrégen gereicht, die so auf- 
gehangen wurden, da8 niemals Nahrungsbestandteile auf das Drahtnetz 
oder in die Porzellanschale gelangen konnten. Der Harn wurde quantitativ 
aus den Schalen entleert und auf ein bekanntes passendes Volumen gebracht. 
Die Stickstoffbestimmung geschah nach der Mikromethode von Abderhalden. 
Eine spezielle methodische Anordnung werde ich im Laufe der Arbeit er- 
wihnen. 


Die Versuche der ersten Reihe beschaftigen sich mit dem Vergleich 
des respiratorischen Stoffwechsels der normalen und der milzlosen Ratte. 
In diesen Versuchen wurden zwei Variable eingefiihrt, namlich einmal 
die Ernahrung nur mit Milch, um den Stoffwechsel bei einer sehr eisen- 
armen Nahrung zu untersuchen; zweitens mit einer Nahrung, bestehend 
aus Milch unter Zusatz von Eisen, um hierdurch zu priifen, ob die 
Verhiitung des Eisenverlustes infolge Fehlens der Milz einen Einflu8 auf 
das Verhalten des milzlosen Tieres ausiibt. In den meisten Versuchen 
dieser Reihe wurde auch die Stickstoffausscheidung im Harn bestimmt. 


In der Versuchsreihe | (Tabelle I) wurde eine kleine weiBe Ratte nach 
Erreichung eines konstanten Grundumsatzes 7 Tage lang, natiirlich mit 
eingeschobenen Intervallen, an denen das Tier ernaihrt wurde, untersucht. 
Die Mittelwerte dieser Reihe betrugen: Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm 
und pro Stunde 3,54 g, Kohlensiure pro Kilogramm und pro Stunde 3,61 g. 
Der respiratorische Quotient betrug im Mittel 0,745. Nach der Entmilzung 
wurde das Tier an acht verschiedenen Tagen untersucht. Die achte Unter- 
suchung geschah am 19. Tage nach der Milzexstirpation, wo das Tier sich 
in gutem Zustande befand. Das Tier hatte sogar an Gewicht zugenommen, 
denn es wog 152 g gegen 123 g am dritten Tage nach der Operation. Die 
Mittelwerte betrugen an Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde 
2,82 g, also 19,78 Proz. Verminderung gegeniiber dem Normalzustande: 
Kohlensaureverbrauch pro Kilogramm und Stunde 2,88 g, also 17,73 Proz. 
Verminderung. Der respiratorische Quotient belief sich auf 0,759, ist also 
praktisch gleich mit demjenigen vor der Entmilzung. Es zeigt sich also 
in dieser Versuchsreihe ganz im Gegensatz zu den Ergebnissen von Dano/f 
eine Verminderung des respiratorischen Grundumsatzes infolge der Ent- 
milzung. Was die Stickstoffausscheidung im Harn anbetrifft, so betrug 
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sie vor der Entmilzung taglich im Durchschnitt 0,130 g, nach der Entmilzung 
0,122 g. Also auch hinsichtlich des EiweiBumsatzes fand sich eine Ver- 
minderung von 18,26 Proz. 


In der néchsten Versuchsreihe (Tabelle Il) wurde das Versuchstier 
vor und nach der Entmilzung mit Milch oder Zusatz von Eisen, und 
zwar Hisenlactat, ernahrt. 


In der neuntigigen Periode vor der Operation betrug durchschnittlich 
der Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und pro Stunde 3,17 g, die Kohlen- 
saurebildung 3,32 g pro Kilogramm und pro Stunde, der respiratorische 
Quotient 0,735, die Gesamtstickstoffmenge im Harn 0,118 g. Nach der 
Entmilzung wurde an drei verschiedenen Tagen, am dritten, fiinften und 
sechsten Tage nach der Operation, das Tier untersucht. Durchschnittlich 
betrug der Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde 3,03 g, die 
Kohlenséurebildung 3,09 g, der respiratorische Quotient 0,743, die Stick- 
stoffausscheidung im Harn betrug 0,199 g. Demnach ist der respiratorische 
Stoffwechsel um ein kleines vermindert: 4,11 Proz. betragt die Verminderung 
des Sauerstoffs, 3,74 Proz. diejenige der Kohlenséure und 0,27 Proz. der- 
jenige des respiratorischen Quotienten. Hingegen ist die Stickstoff- 
ausscheidung gesteigert. Die Unterschiede des Grundumsatzes sind immerhin 
so geringfiigig, daB man von einer Konstanz des Grundumsatzes vor und 
nach der Entmilzung sprechen kann. Man konnte auf die Vermutung 
kommen, da8 der Zusatz von Eisen in der Nahrung die in der voraufgehenden 
Versuchsreihe beobachtete Verminderung des Grundumsatzes unterdriickt 
habe. Da8 diese Vermutung aber nicht zutreffend ist, zeigt die nachste 
Versuchsreihe. Andererseits ist es beachtenswert, daB in dieser Versuchs- 
reihe der EiweiBumsatz nach der Entmilzung erhdht ist. Aber auch dies 
hangt nicht von dem Eisenzusatz in der Nahrung ab. 

In Tabelle III teile ich einen weiteren Versuch mit, in welchem der 
Stoffwechsel der normalen und der milzlosen, nur mit Milch genahrten 
Ratte verglichen wird. Ich will auf die in der Tabelle niedergelegten Zahlen 
nicht im einzelnen eingehen, da die Resultate sehr klar sind. Der respira- 
torische Umsatz andert sich, praktisch gesprochen, gar nicht. Hingegen 
ist eine sehr merkliche Steigerung des EiweiSumsatzes feststellbar, indem 
die durchschnittliche Stickstoffausscheidung im Harn nach der Entmilzung 
um 42 Proz. grdBer ist als vorher. 


Der néichste Versuch (Tabelle IV) stellt eine Reihe dar, wo erst 
das Tier vor der Entmilzung, dann nach der Entmilzung mit einer 
Fiitterung von Brot, Milch und Eisen ernahrt wurde, und dann in einer 
fortgesetzten Periode das milzlose Tier nur mit Brot und Milch ohne 
Eisen ernahrt wurde. 


Das Brot, welches der MiJchnahrung zugesetzt wurde, war ein besonders 
vom Bicker gebackenes Milchbrot. Zunichst will ich bemerken, da8 in 
dieser Versuchsreihe das Tier bis zum 24. Tage nach der Milzentfernung 
in vollkommen gesundem Zustande untersucht wurde. In diesem Versuche 
ist demnach erneut ein Unterschied gegeniiber den Erfahrungen von Danoff 
und von Lepehne festzustellen. Ob der Unterschied ein solcher ist, der von 
individuellen Eigenschaften der Ratte abhaingt, odec davon abhingt, da8 
ich meine Tiere mit Milch ernahrt habe (was Danoff nicht getan hatte), habe 
ich nicht in den Bereich meiner Untersuchungen gezogen. In dieser Ver- 
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suchsreihe zeigt sich nun tiberraschenderweise, daB die Entmilzung den 
respiratorischen Umsatz erhéht, indem der Sauerstoffverbrauch pro Kilo- 
gramm und Stunde in der Zeit, wo das Tier ohne Eisen nach der Milz- 
exstirpation ernahrt wird, um 15 Proz., die Kohlensiurebildung um 13 Proz. 
gegentiber der Norm erhdht ist. In der Periode ohne Eisen betragen die 
beziehentlichen Vermehrungen 11 und 19 Proz.; hingegen ist der Eiweif- 
umsatz der milzlosen Ratte, solange sie mit Eisen ernahrt wird, normal, 
bei der Ernahrung ohne Eisen jedoch um 14 Proz. vermindert. 

Es ist der einzige Versuch dieser Reihe, bei welchem eine deutliche 
Steigerung des respiratorischen Grundumsatzes stattgefunden hat, und 
dabei ist dieser Versuch als ein besonders gelungener zu bezeichnen, 
weil die Ratte die Exstirpation der Milz so anstandslos vertragen hat. 

In dem néichsten Versuche (Tabelle V) zeigt sich dasselbe Resultat 
wie in den fritheren Versuchen, nimlich: eine Verminderung des 
Sauerstoffverbrauchs pro Kilogramm und Stunde nach der Entmilzung 
um 13,6 Proz., der Kohlensaéurebildung um 14,42 Proz., wiahrend die 
Stickstoffausscheidung um 22 Proz. erhéht ist. In dieser Versuchsreihe 
wurde das Tier mit Milch und Brot ernahrt. 

Uberblicke ich diese Versuche, so ergeben sich in der Mehrzahl, 
némlich in vier Fallen, eine Verminderung, und nur in einem Falle 
eine Steigerung des respiratorischen Grundumsatzes. Da alle Versuche 
unter gleichen Bedingungen angestellt worden sind und Fehlerquellen 
nicht erkennbar werden, leuchtet die ganze Schwierigkeit, den eigent- 
lichen Sachverhalt zu erkennen, klar hervor. Jedenfalls ist so viel 
sicher, daB das Resultat von Danoff auch fiir die Ratte keine Allgemein- 
giltigkeit besitzt. 

Ich berichte sodann iiber zwei Versuchsreihen (Tabellen VI und VII), 
die ich an Meerschweinchen angestellt habe. Bei dem ersten Versuche 
betrug durchschnittlich der Sauerstoffverbrauch pro Kilogramm und 
pro Stunde vor der Operation 2,82g, die Kohlensiurebildung pro 
Kilogramm und pro Stunde 2,94 g, der respiratorische Quotient 0,755. 
Nach der Entmilzung betrug durchschnittlich der Sauerstoffverbrauch 
pro Kilogramm und Stunde 2,51 g, die Kohlensiurebildung 2,66 g, 
der respiratorische Quotient 0,77. Der respiratorische Grundumsatz 
war demnach um 12,4 bzw. 10,5 Proz. vermindert. 

Analog liegen die Verhaltnisse im zweiten Versuche, wo der Sauer- 
stoffverbrauch pro Kilogramm und Stunde 2,53, die Kohlensadure- 
bildung 2,62 g, der respiratorische Quotient 0,759 vor der Operation 
betrug gegen 2,25 bzw. 2,48g bzw. 0,800 nach der Operation. Also 
eine Herabsetzung des Sauerstoffverbrauchs um 12,44, wahrend die 
Kohlensaéurebildung nur um 5,66 Proz. vermindert ist. Das erste Tier 
konnte noch am siebenten Tage, das zweite Tier am sechsten Tage 
nach der Operation untersucht werden. Dann aber starben die Tiere 
einige Tage darauf. 
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Uberblickt man die Gesamtheit meiner Versuche, so kommt man 
zu dem SchluB, da8 in weitaus der Mehrzahl der Fille die Milzexstirpation 
zu einer Herabsetzung des Grundumsatzes fiihrt, dem nur ein einziger 
Fall von Erhéhung entgegensteht, waihrend, was den EiweiBumsatz 
anlangt, immerhin in einer Anzahl von Fallen eine Steigerung fest- 
stellbar ist, denen allerdings auch einige Fille von Verminderung 
entgegenstehen. 

Ich habe schon erwahnt, daB die Verhiltnisse hinsichtlich der 
Milz recht verwickelte sind, und die Widerspriiche zwischen meinen 
Ergebnissen und denjenigen friitherer Bearbeiter kénnen nur dazu bei- 
tragen, diese Schwierigkeiten noch zu vermehren. Handelte es sich 
nur darum, aus dem respiratorischen Grundumsatz Schliisse zu ziehen, 
so wire ich geneigt, meinen Versuchen mehr Gewicht beizulegen als 
denjenigen von Danoff, weil ich in einigen Fallen Tiere untersucht 
habe, die viel langer lebten als diejenigen von Danoff. Aber es gibt 
andere Erfahrungen, die in der gleichen Richtung liegen, wie diejenigen 
von Danof/, und die mit ganz anderen Methoden gewonnen worden sind. 
Ich meine naimlich die Erfahrungen von Strewli und diejenigen von 
Dubois, die alle am einfachsten unter dem Gesichtspunkte sich ver- 
stiindlich machen lassen, daB die milzlose Ratte einen anderen respira- 
torischen Umsatz hat als das normale Tier, und zwar im Sinne einer 
verminderten Resistenz gegeniiber Sauerstoffmangel, ahnlich wie im 
Zustande der experimentellen Hyperthyreose. Auch hatten andere 
Erfahrungen am Berner physiologischen Institut gezeigt, daB man 
erst durch Ausarbeitung einer Methodik, die mehrere Faktoren des 
Stoffwechsels in ihrer Verkettung beriicksichtigt, den Symptomen des 
Mangels der Milz einigermaBen niher kommt. Es waren derartige 
Erwagungen, welche dazu veranlaBten, daB ich ein neues, von Prof. Asher 
vorgeschlagenes Versuchsverfahren anwandte, um den EinfluB der Milz 
auf den respiratorischen Grundumsatz aufzukliren. Das Verfahren 
sei bezeichnet als die differentielle Methode des respiratorischen Stoff- 
wechselversuchs und des Sauerstoffmangels. Dem Verfahren liegt 
folgender Gedankengang zugrunde. Es war gezeigt worden, daB normale, 
milzlose Ratten sich gegeniiber Sauerstoffmangel verschieden verhalten. 
Demzufolge sollten Respirationsversuche bei relativem Sauerstoff- 
mangel angestellt werden. Es zeigte sich, daB gerade das Haldanesche 
Verfahren verhaltnismaBig leicht die Anordnung zum Ablauf des 
Respirationsversuchs bei Sauerstoffmangel zu treffen gestattete. Es 
wurden einfach den Flaschen, die vor dem Apparate lagen, um Kohlen- 
siure und Wasser der eintretenden Luft zu entfernen, Flaschen, die 
Pyrogallol enthielten, vorgelagert. Diese Flaschen dienten zur teil- 
weisen Entfernung des Sauerstoffs. Es kostete einige Mihe, das Ver- 
fahren so auszuarbeiten, daB die Sauerstoffentfernung einmal hinreichend 
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war, und andererseits nicht zu ergiebig, um das Leben der Tiere zu 
gefahrden. Da es nicht méglich war, das Sauerstoffdefizit der durch 
die Kammer streichenden Luft analytisch zu bestimmen, wurde das 
Verfahren differentiell angewendet, d. h. nachdem die Luft durch die 
Flaschen zur Sauerstoffverarmung und durch die Flaschen zur Kohlen- 
siure- und Wasserentfernung gestrichen war, gabelte sich die Leitung 
zu zwei parallel liegenden Respirationskammern und Absorptions- 
gefaBen. In die eine Kammer kam das normale Tier, in die andere 
Kammer das milzlose Tier. Es wurde durch die Einrichtung der Ab- 
sorptionskérper und die Zuleitungsréhren dafiir gesorgt, dab der Wider- 
stand in beiden Systemen, demnach die Ventilation in beiden, die 
gleiche war. Es wurde auf diese Weise erreicht, dab gleichzeitig ein 
normales und ein milzloses Tier unter den gleichen Bedingungen des 
Sauerstoffmangels untersucht wurde. Die Versuche mit dieser diffe- 
rentiellen Methode wurden derart angeordnet, da zunichst zwei 
Ratten, die eine als Versuchsratte, die andere als Kontrollratte, in 
die differentielle Apparatur gelangten und so unter gleichen Bedingungen 
deren normaler Grundumsatz ermittelt wurde. Hierauf wurden sie 
gleichzeitig im normalen Zustande dem Sauerstoffmangel unterworfen, 
sodann habe ich das eine Tier entmilzt. Nach der Entmilzung wurde 
das Versuchstier und die Kontrollratte unter dem EinfluB des Sauer- 
stoffmangels differentiell untersucht. 

Ehe ich auf die Ergebnisse der Respirationsversuche eingehe, 
will ich auf die Beobachtungen zu sprechen kommen, die man bei 
diesen Versuchen mit bloBem Auge machen kann, die in mancher Be- 
ziehung aufschluBreicher als die Methode des Stoffwechsels selber sind. 
Es zeigte sich nimlich, daB unter dem EinfluB des Sauerstoffmangels 
jederzeit die milzlosen Ratten mehr litten als die Normalratten, was 
aus der Atmung und aus der Unruhe der Tiere ersichtlich wird. Ich 
habe sogar einige Tiere im Anfang verloren, als ich noch mit zu grobem 
Sauerstoffmangel arbeitete. Alle Verluste betrafen ausschlieBlich die 
milzlosen Tiere. Ich habe also auf diese Weise mit einer etwas anderen 
Methode genau das gleiche Resultat erreicht, wie seinerzeit Streuli. 
Wegen dieser theoretisch wichtigen Erscheinung muBte ich auch mit 
dem Grade des Sauerstoffmangels heruntergehen, damit nicht etwa 
durch Unruhe des Tieres die Gewinnung des Grundumsatzes unmdglich 
wurde. Es ist klar, daB durch diesen Umstand die Versuche nicht 
so leicht sind wie die anderen, und es bedarf einer groBen Sorgfalt, 
um gerade das Richtige zu treffen. 

Es ergab sich, daB der Sauerstoffmangel an beiden Tieren, solange 
sie noch unversehrt waren, die gleiche Steigerung des respiratorischen 
Stoffwechsels herbeifiihrte, namlich bei der Versuchsratte 4,87 Proz. 
fiir den Sauerstoffverbrauch und 7,27 Proz. fiir die Kohlensiiurebildung. 
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Bei der Kontrollratte 3,87 bzw. 5,24 Proz. Nach der Entmilzung stieg 
bei dem milzlosen Tiere gegeniiber dem Normaltiere der Sauerstoff- 
verbrauch um 8,6 Proz., die Kohlensiurebildung um 17,69 Proz. Um 
auszuschlieBen, da der Unterschied zwischen diesen beiden Tieren 
nicht auf individuellen Momenten beruhe, wurde spiter das Kontrolltier 
auch entmilzt und dessen respiratorischer Stoffwechsel bei Sauerstoff- 
mangel untersucht. Es ergab sich gegeniiber dem Grundumsatz bei 
Atmung normaler Luft eine prozentische Steigerung des Sauerstoff- 
verbrauchs um 17,64 Proz. und der Kohlensaurebildung von 23 Proz. 
Auch die respiratorischen Quotienten waren in beiden Fallen etwas 
erhéht, was natirlich auf Rechnung des Umstandes, daB die Kohlen- 
siureausscheidung mehr vermehrt war als der Sauerstoffverbrauch, zu 
setzen ist. 

Die Versuche mit der Differentialmethode zeigen deutlich einen 
EinfluB der Entmilzung auf den Stoffwechsel des Tieres bei Sauerstoff- 
mangel. Es ist der Grundumsatz infolge der Entmilzung bei Sauerstoff- 
mangel deutlich gesteigert. Dies ist um so evidenter, als in beiden 
Versuchsreihen die Entmilzung bei Atmung unter normalen Bedingungen 
eine Verminderung des Grundumsatzes wie in den meisten meiner 
friiheren Versuche zur Folge hatte. Nun zeigt sich, daB die Kohlensaure- 
ausscheidung mehr gesteigert ist als der Sauerstoffverbrauch, was 
darauf hinweist, daB eine wesentliche Komponente in der Atmung 
gelegen sein kénnte. Allerdings handelt es sich nicht um kurz dauernde 
Versuche, in denen man ja sehr vorsichtig in bezug auf Riickschliisse 
auf den Grundumsatz sein muB, da bei kurz dauernden Versuchen 
der EinfluB der Atemmechanik ein sehr bedeutsamer ist. Alle meine 
Versuche dauerten 3 bis 4 Stunden, der kiirzeste 24% Stunden. Aus 
diesem Grunde kann nur ein Teil der vermehrt ausgeschiedenen Kohlen- 
siure auf der verstirkten Ventilation beruhen, und ich glaube, man 
wird nicht umhin kénnen, anzuerkennen, dab bei Sauerstoffmangel 
ein Symptom des Milzausfalles in einem vermehrten und geanderten 
Grundumsatz sich offenbart (s. Tabelle VIII a. S. 146 u. 147). 

Das Ergebnis meiner bisherigen Versuche stellt einen Sachverhalt 
dar, welcher nicht einfach ist und der naheren Analyse bedarf. In 
den unkomplizierten Versuchen findet sich in der tiberwiegenden Mehr- 
zahl der Faille Herabsetzung des Grundumsatzes, in der Minderzahl 
Steigerung nach der Entmilzung. Bei Untersuchung des respiratorischen 
Stoffwechsels unter Sauerstoffmangel zeigt sich ausnahmslos Erhéhung 
des Grundumsatzes. Da durch eine passend gewahlte Reaktion das- 
jenige zum Vorschein gekommen war, was in meinen voraufgehenden 
Versuchen nicht eintraf, hingegen in den Versuchen von Danoff und 
Streuli beobachtet wurde, schien es notwendig, vor jeder weiteren Er- 
wigung noch ein anderes Verfahren in Anwendung zu ziehen, um zu 
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sehen, ob dort sich analoges ereignen wiirde wie in der voraufgehenden 
Versuchsreihe. Deshalb habe ich noch eine Anzahl von Versuchen 
angestellt, in denen ich die Wirkung von Schilddriisenzufuhr am 
normalen und am milzlosen Tiere miteinander verglich. Der Gedanke, 
der mich dabei leitete, war der, daB ich gewissermaBen mit einer anderen 
Methode etwas Ahnliches herbeifiihren kénne, wie vorher bei Anstellung 
der differentiellen Respirationsmethode bei Sauerstoffmangel. 

In einer ersten Versuchsreihe habe ich nach Ermittlung des normalen 
Grundumsatzes die Ratte subkutan mit einem wirksamen Schilddriisen- 
praparat injiziert und unter dem EinfluB der Schilddriisenzufuhr den 
Grundumsatz ermittelt. Nach Abschlu8 dieser Versuchsreihe wurde 
das Tier entmilzt und der Grundumsatz bestimmt. Sodann wurde in 
der gleichen Weise wie vorher nach Schilddriisenzufuhr der Grund- 
umsatz ermittelt. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Tabelle IX nieder- 
gelegt. Es zeigte sich in diesem Falle am Normaltiere eine verhiltnis- 
maBig sehr geringe Steigerung des Grundumsatzes durch die Schild- 
driisenzufuhr, namlich 2,27 Proz. fiir den Sauerstoffverbrauch und 
5,34 Proz. fiir die Kohlensiurebildung. Nach der Entmilzung sank 
wie in meinen friiheren Versuchen der Grundumsatz unter den Wert 
des normalen Umsatzes. Unter dem Einflu8 der Schilddriisenpraparat- 
injektion hob sich der Grundumsatz wieder, und zwar der Sauerstoff- 
verbrauch um 7,2 Proz., die Kohlensiureausscheidung um 8,7 Proz. 
Das Ergebnis dieses Versuches ist ein positives, indem tatsachlich das 
milzlose Tier stairker auf Schilddriisenzufuhr reagiert. Aber diese 
Reaktion war klein. Deshalb wurden die Versuche fortgesetzt. 

In der nichsten Versuchsreihe, deren Ergebnisse Tabelle X zeigt, 
bediente ich mich des Oswaldschen Thyrakrins, eines Priparates, 
welches eine zuverlissige Stoffwechselwirkung besitzt und welches 
sich sehr gut fiir intraperitoneale Injektion eignet, ein Verfahren, 
welches in letzter Zeit vielfach im physiologischen Institut angewandt 
wird, weil diese Art der Zufuhr fast derjenigen der intravenésen gleich- 
kommt. Nach Ermittlung des Grundumsatzes habe ich jeden Tag 
2 Stunden vor dem Versuche 1 cem der Thyrakrinlésung injiziert und 
diese Periode iiber 5 Tage lang ausgedehnt. Der Sauerstoffverbrauch 
stieg um 7,3 Proz., die Kohlensiureausscheidung um 6,2 Proz. Sodann 
wurde das Tier entmilzt. Der Grundumsatz verminderte sich unter 
denjenigen der Norm. Als ich aber dann die Thyrakrinlésunginjektion 
anschloB, erhéhte sich durchschnittlich der Sauerstoffverbrauch um 
26,85, die Kohlensaéureausscheidung um 22,87 Proz. In diesem Ver- 
suche tritt sehr deutlich zutage, daB das milzlose Tier unter sonst 
gleichen Bedingungen sehr viel starker auf Schilddriisenpraparat 
reagiert. 
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Noch deutlicher tritt diese Erscheinung in dem nachfolgenden 
Versuche hervor, dessen Einzelheiten ich in Tabelle XI mitteile. Nach 
Feststellung des Grundumsatzes schritt ich zur Thyrakrinlésung- 
injektion und erzielte eine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs von 
9,3 und der Kohlensiureausscheidung von 10,1 Proz. Sodann fiihrte 
ich die Milzexstirpation aus. Wiederum sank der Grundumsatz unter 
den Wert der Norm. Als er konstant geworden war, begann ich mit 
der Thyraktinzufuhr. Diese hatte eine sofortige Erhéhung des Grund- 
umsatzes zur Folge, und er stieg waihrend der ganzen Beobachtungs- 
dauer, die sich auf 15 Tage nach der Entmilzung erstreckte, wo also 
das Tier viel linger als in manchen anderen Versuchen wohlbehalten 
lebte. Im Durchschnitt erhéhte sich der Sauerstoffverbrauch um 39,2, 
die Kohlenséiureausscheidung um 35,9 Proz. Diese Versuchsreihe 
zeigt wiederum sehr deutlich, daB ein milzloses Tier anders auf die 
Schilddriisenzufuhr reagiert als ein normales, und zwar in dem Sinne, 
daB es mit einer stirkeren Erhéhung des Grundumsatzes reagiert. 

Der Uberblick iiber diejenigen meiner Versuche, welche mit einer 
kombinierten Reaktion arbeiteten, zeigt ein durchaus_ iiberein- 
stimmendes Bild, namlich, daB der Mangel der Milz dazu fihrt, da8 
im Vergleich zu den Bedingungen des normalen Tieres der Grundumsatz 
gesteigert ist. Wir haben also die eigentiimliche Tatsache, daB in der 
Mehrzahl meiner Versuche der bloBe Mangel der Milz im Gegensatz 
za manchen friheren Erfahrungen, andererseits in Ubereinstimmung 
mit anderen Erfahrungen eine Verminderung des Grundumsatzes 
zeitigt, daB aber diese Verminderung sofort in Erhéhung umschligt, 
sobald eine geeignete Reaktion als Versuchsverfahren benutzt wird. 
Diese Sachlage regt zu dem Versuche an, den scheinbaren Widerspruch 

in den Erfahrungen nach bloBer Entmilzung aufzukliren. Stellen 
wir uns auf den Boden der Auffassung, daB in solchen Fallen, mégen 
sie auch selten sein, wo eine Erhéhung des Grundumsatzes beobachtet 
wird, nicht Fehlerquellen vorliegen, so kénnte man den erhéhten Grund- 
umsatz durch Wegfall einer Hemmung gegeniiber solchen Organen 
erklaren, die an und fiir sich einen férdernden EinfluB besitzen. In 
erster Linie wire an die Schilddriise zu denken. Wenn eine Hemmung 
fiir die Schilddriise wegfallt, so wird dieselbe einen stirkeren EinfluB 
austiben. Dieser Gedankengang hatte seinerzeit Streuli geleitet, als 
er seine Experimente anstellte, deren Ergebnisse durchaus im Einklang 
mit den soeben entwickelten Vorstellungen standen. Man wiirde sodann 
weiter folgern, da8 in allen denjenigen Fallen, wo nach Entmilzung 
keine Steigerung des Grundumsatzes gefunden wird, bestimmte Be- 
dingungen im Organismus obwalten, da das Uberwiegen der Schild- 
driise sich nicht geltend machen kann. Dies kénnte eintreten, wenn 
die Schilddriise von vornherein unterwertig ware, so daB ihre Leistungs- 








Versuch an der mit Schilddriisenpraparat injizierten normalen und milzlosen Ratte. 


Tabelle XI. 
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fahigkeit durch Wegfall der Milz nicht stiege. Es kénnte aber auch 
das gleiche eintreten, wenn die Schilddriisenwirkung an und fiir sich 
schon das physiologische” Maximum im Versuchsindividuum erreicht 
hatte. Man mu8 im Auge behalten, daB fiir viele Hormone die quanti- 
tativen Beziehungen gelten, welche besonders Storm van Lleuwen ge- 
nauer entwickelt hat. Die Beziehung zwischen Zunahme an einem 
Hormon und der Starke der Wirkung desselben kann kurvenmaBig 
unter demselben Bilde verlaufen wie etwa die Sattigungskurve eines 
Kisenstiickes in bezug auf Magnetismus. Ist die Sattigung erreicht, 
so hilft kein weiterer Zuwachs. Eine dritte Méglichkeit besteht darin, 
da die Anspruchsfahigkeit der Organe auf das Schilddriisensekret 
herabgesetzt ist. Diese spezielle Méglichkeit habe ich in meinen Ver- 
suchen ausschlieBen kénnen, denn ich konnte zeigen, daB auch in solchen 
Fallen, wo die bloBe Entmilzung Herabsetzung des Stoffwechsels 
herbeigefiihrt hatte, die nachherige Zufuhr von Schilddriisenpriparat 
eine viel gréBere Steigerung bewirkte als beim Normaltiere. Die Ver- 
wickelungen, an welche man zu denken hat, sind aber noch gréBer. 
Durch die Untersuchungen des Berner physiologischen Instituts ist 
gezeigt worden, daB eine Wechselwirkung zwischen Milz und Leber 
in dem Sinne besteht, daB die Milz ein aktivierendes Prinzip fiir gewisse 
Lebertiatigkeiten besitzt. _Dementsprechend verursacht Wegfall der 
Milz eine Minderung der Tatigkeit der Leber. Ist diese Tatigkeit aber 
herabgesetzt, so kann sich dies in einer Minderung des Grundumsatzes 
kundtun. Uberwiegt dieser Faktor, so wird es méglich sein, daB die 
Wegnahme der Milz bloB eine Verminderung des Grundumsatzes oder 
auch auf dem Wege der Konpensation gar keine Verainderung zeigt. 
Mit Hilfe dieser Darlegung wollte ich nur zeigen, daB nicht wegen 
Mangels an Tatsachen, sondern im Gegenteil auf Grund einer ganzen 
Reihe von experimentellen Erfahrungen die Verhaltnisse hinsichtlich 
des Anteils der Milz am Stoffwechsel so verwickelt liegen, daB es noch 
mancher Arbeit bediirfen wird, um eine endgiiltige Klarung herbei- 
zufiihren. Meine Arbeit liefert insofern einen Beitrag hierzu, als gewisse 
ihrer Ergebnisse recht positiver Natur sind: In erster Linie die Stei- 
gerung der Stickstoffausscheidung in einer groBen Anzahl von Fallen 
nach der Entmilzung. Zweitens die erhéhte Sauerstoffempfindlichkeit 
der milzlosen Tiere im differentiellen Grundumsatzversuch. Drittens 
die gréBere Anspruchsfahigkeit der entmilzten Tiere gegeniiber den 
normalen auf Schilddriisenzufuhr. Alle diese Erscheinungen kénnten 
nicht eintreten, wenn nicht die Milz einen ganz bestimmten EinfluB 
auf die Stoffwechselvorginge des Organismus hatte. Meine Befunde 
sind neue Beweise in dieser Richtung. 

Zusammengefapt sind die Ergebnisse meiner Untersuchung die 
nachfolgenden : 
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1. Erneute Untersuchungen des respiratorischen Grundumsatzes 
der Ratte zeigten, daf Entmilzung in der Mehrzahl der Fille eine 
Verminderung des Grundumsatzes zur Folge hat; nur einmal konnte 
der Danoffsche Befund der Erhéhung des Grundumsatzes wieder 
gefunden werden. 

2. Ob die Nahrung Eisen enthielt oder eisenarm war, hatte keinen 
merklichen EinfluB. 

3. In der Mehrzahl der Falle war die Stickstoffausscheidung milz- 
loser Ratten vergréBert. 

4. Es wurde ein differentielles Verfahren der Untersuchung des 
Grundumsatzes bei Sauerstoffmangel ausgearbeitet und hierbei ge- 
funden, da milzlose Ratten eine gréBere Anspruchsfaihigkeit auf 
Sauerstoffmangel zeigen als normale, da sie gewissermaBen in bezug 
auf ihre Schilddriisenfunktion iiberwertig geworden sind. 

5. Milzlose Ratten reagieren auf Schilddriisenzufuhr starker als 
Normalratten. 

6. Die unter 4. und 5. genannten Tatsachen sprechen zugunsten 
der Auffassung der Asherschen Schule, da® Milz und Schilddriise in 
einer gewissen gegensitzlichen Beziehung zueinander stehen. 











Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
Von 
Leon Asher. 
Nr. 61. 


Vergleich des Sauerstoffverbrauchs 
iiberlebender Siugetierorgane im normalen Zustande und nach 
Fiitterung mit Schilddriisenhormon. 


Von 
A. Rohrer. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 20. Dezember 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem schon seit langerer Zeit bekannt war, daB die Ver- 
fiitterung von Schilddriisenhormon den respiratorischen Stoffwechsel 
des Gesamtorganismus erhéhe, war es von Interesse, zu erfahren, ob 
sich eine solche Erhéhung auch fiir die einzelnen Organe nachweisen 
lasse und, falls dies zutreffen wiirde, zu sehen, wie sich die einzelnen 
Organe an dieser Erhéhung beteiligen, welche Organe mehr, welche 
weniger Sauerstoff absorbieren wiirden. Diese Aufgabe fiihrte ich auf 
Anregung und unter Leitung von Prof. Asher fiir Leber, Niere 
und Muskel aus und gelangte zu den in der Folge angegebenen Re- 
sultaten. 

Der Apparat, den ich zu meinen Untersuchungen benutzte, ist 
ein von Krogh angegebenes Mikrorespirometer, das er zur Priifung des 
respiratorischen Stoffwechsels von kleinen Tieren, wie Raupen, benutzte, 
und dessen Brauchbarkeit zur Untersuchung von iiberlebenden Siauge- 
tierorganen durch eine nicht veréffentlichte Arbeit von Knechili aus 
dem Berner Institut erwiesen wurde. 


Der Apparat besteht aus einer zweischenkligen Manometerréhre mit 
einer Millimeterskala. Am oberen Ende der Schenkel sind Kautschuk- 
schlauche angebracht, die durch einen Schraubenquetschhahn H geschlossen 
werden kénnen. Jeder Schenkel ist nach hinten mit einer Zweigréhre 
versehen, durch die er mittels Schlauchverbindung mit je einem Glas- 
behalter A und C in Verbindung steht. 
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Fiir den Versuch. kommen in jeden Behalter 2 ccm Natronlauge, das 
iibrige Volumen wird mit Sauerstoff gefiillt. In einen der Behalter A kommt 
iiberdies noch das auf seine Sauer- 
stoffabsorption zu priifende Organ. 
Dann werden beide Behilter bei 
noch offenem Quetschhahn H in 
ein Wasserbad gebracht, damit 
Temperaturgleichheit erreicht wird. 
Schon wihrend dieser Vorperiode 
sowie wahrend der ganzen Ver- 
suchsdauer muf das Bad sorg- 
faltig durchmischt werden, damit 
diese Temperaturgleichheit fiir den 
ganzen Versuch bestehen bleibt, 
denn ein kleiner Temperaturunter- 
schied in beiden Behaltern wiirde 
groBe Fehler ergeben. 

Nach etwa 15 Minuten ist der 
gewtinschte Temperaturausgleich 
erfolgt und der Quetschhahn H : F 
wird zugedreht. Es ist dann das 4 = 
System Behalter A, Manometer- fai 
rohre, Behilter C in sich geschlossen. 
Das Organ im Behialter A wird nun Abb. 1. 

Sauerstoff absorbieren, dadurch 
wird der Druck daselbst sinken, was sich durch ein Steigen der Mano- 
meterfliissigkeit in dem A zugehdrigen Schenkel und durch ein Sinken in 
dem C angehérenden manifestiert. 

Man liest nun zu bestimmten Zeiten den Stand ab. Jede Ablesung 
gibt, mit der zugehérigen Zeit dividiert, eine Bestimmung der Sauerstoff- 
absorption. 

Aus dieser Druckabnahme im Behialter A, abgelesen aus der Niveau- 
differenz der Fliissigkeit in beiden Schenkeln wird dann der absorbierte 
Sauerstoff berechnet nach der Formel: 

273 A+C 
273 + Tw re ac.) 
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Dabei ist: 

A Das vom Sauerstoff eingenommene Volumen des Organbehilters 
und des zugehérigen Schenkels. Fiir den gebrauchten Apparat 
29,5 com. 

C Das vom Sauerstoff cingenommene Volumen des Kontrollbehalters 
und des zugehérigen Schenkels. Hier 37,6 ccm. 

d Die Niveaudifferenz in beiden Schenkeln in Millimetern ausgedriickt. 

p Der Druck von 1 mm Manometerfliissigkeit. Fiir Petroleum, das 
hier gebraucht wurde, 0,000074 Atm. 

Tw Die Temperatur des Wasserbades. 

v Das Volumen von 1 mm der Manometerréhre, hier 0,643. 

Fiir einen anderen Apparat, den ich nur fiir zwei Versuche benutzte, ist: 
A = 32,22 ccm 
C = 30,4 ccm 
v 0,429 emm 
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Da durch die vielen Schlauchverbindungen und die Gummi- 
stopfen, mit denen die Behalter geschlossen sind, leicht Undichtigkeiten 
entstehen kénnen, und die kleinste Undichtigkeit selbstverstandlich 
jedes Resultat unbrauchbar macht, so ist es zweckmabig, vor jedem 
Versuche den Apparat auf seine Dichtigkeit zu priifen. Es geschieht 
dies am besten dadurch, daB man abwechslungsweise im Behialter A 
und © einen Uberdruck anbringt und sieht, ob dieser wahrend einiger 
Zeit unverandert beibehalten wird. 

Es bleibt mir noch etwas iiber die Behandlung der Versuchstiere zu 
sagen. Als solche dienten mir weife Miuse, von denen ein Teil mit gewéhn- 
licher, ein anderer mit durch Schilddriisenpraparate gemischter Nahrung 
gefiittert wurde. Als Schilddriisenpraparat benutzte ich Tabletten von 
0,342 g wirksamer Substanz. Diese wurden mit einem Backwerk im 
Morser zerrieben, angefeuchtet und zu Pillen geformt. In je 16 Pillen 
war eine Tablette enthalten, und eine Maus erhielt taglich sechs Pillen als 
Futter, so daB sie also taglich ungefahr 0,1 g wirksamer Substanz erhielt. 

Um sicher zu sein, daB eine zum Versuche benutzte Maus diese mit 
Schilddriise gemischte Nahrung genommen hatte, wurde jede in einem 
Kinzelkafig wahrend 6— 10Tagen ausschlieBlich mit diesen Pillen gefiittert. 

Der Gang des Versuchs ist kurz folgender: Die Maus wird getétet, 
das zu untersuchende Organ rasch herausgenommen, gewogen und in 
dem Organbehialter an einem Haken befestigt. Darauf wird dieser 
sowie der Kontrollbehalter mit Sauerstoff gefiillt und ins Wasserbad 
gebracht. Nach 15 Minuten wird der Quetschhahn geschlossen und 
in kleinen Zeitintervallen die Ablesungen gemacht. Die ersten 10 bis 
20 Minuten werden nicht zum Versuche gerechnet, da erst nach dieser 
Zeit die Sauerstoffabsorption praktisch konstant wird. Der Versuch er- 
streckt sich auf 60 bis 100 Minuten. Die vielen Zwischenablesungen haben 
nur den Zweck, zu kontrollieren, ob der Gaswechsel konstant bleibt. 

In meiner Arbeit wurden je drei Versuche fiir Leber, Niere und 
Muskel beim normalen Tiere und je drei fiir diese Organe beim mit 
Schilddriise gefiitterten gemacht. Ich lasse diese Versuche nun folgen, 
wobei ich den ersten, des besseren Verstandnisses willen, etwas aus- 
fiihrlicher durchrechne. 


Leber der normalen Maus (1. Versuch). Gewicht 85mg. Tw 19°. 











| Stand der Mano: Stand der Manos || Stand der Mano- Stand der Mano- 
zo | en) Seren | eee. | See 
hérenden Schenkel | hérenden Schenkel |, bérenden Schenkel | horenden Schenkel 
= = my earner erereenenenemnomes ey —— — — = Tr —— — — = [ —a — 
7h12' | 137,0 134,0 7h40' | 143,0 128,0 
715) 138,0 133,0 7 50 | 144.5 126,5 
7 20 || 139,0 | 132,0 8 10 | 148,0 123,0 
7 26 | 140,0 131,0 8 40 | 152,5 118,5 
7 30 | 141,0 | 130,0 i 
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Als Versuchsdauer diene die Zeit von 7520’ bis 8h40’ — 80 Minuten. 
Dafiir ist d — 27mm. 
Das Volumen des verbrauchten Sauerstoffs berechnet sich nun nach 
der Formel 
273 _AO) . ‘ 
d(Ap- sa Tat’ go-)) 4 = 29,5—0,085 — 29,415, 
Ap = 29,415 . 0,000 074 — 0,002 17671 . 1000 2,176 71. 
Mit 1000 wird multipliziert, um das Volumen A vom Kubikzentimeter 
in Kubikmillimeter zu verwandeln. 
273 273 273 
273 + Tw 292 — 9995, AP og te 
A+C 67,015 __ A+C so aaa 
eT, Be —= 95.2 0,891 5 a ats *v 0,89 ‘ 0,643 — 0,572 27 @ 
4; 273 sii A+¢C 
OP 334 Tw * °° 36 
Bevor ich d in die Rechnung bringe, will ich seine GréBe bestimmen 
fiir die Annahme, da® der Versuch eine Stunde gedauert hitte und das 
Organgewicht 1 g wire. 
d = 27mm fiir 80 Minuten und 85mg. 


27 . 60 
30 20,22. 


0,935 - 2,1767 2,635 214 5, 


2.0352 + 0,5722 — 2.6074. 


Fir 60 Minuten und 85mg ist d — 


20,22 . 1000 
85 


a( 378 pit e) 237,8. 2,6074 — 620emm. 


Fiir 60 Minuten und 1000 mg ist d - 237,8. 


AP 334701” 30 | 
1 g Leber der normalen Maus absorbiert also pro Stunde 620-emm O,. 


Leber der normalen Maus (2. Versuch). 
Gewicht 102mg. Tw = 20°. 








c Zeit | A 
143,5 128,0 4h40y | 158,0 
146.5 125.0 500) 1620 
149.0 122.0 5 20 || 166,0 
153,0 118.0 | 
A = 29,5—0,102 — 29,398, 
Ap ~~ 29,398 .0,000074 — 0,002 175 452. 1000 — 2.1754, 
273 273 A+C 66,998 
ee. : 2.026 “ 
Yah Pa Oe. 0-0 75,2 
A+C a 
26 0,643 . 0,89 0,572 27, 
93 | At+C 
P* 3734+ Tw °° 2C 
Von 4b bis 520’ = 80 Minuten. Dafiir ist d 34mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d — 247mm. 
273 6 4 eee om 
d( Ap ‘373 4 Tw tO: ae ) 247 . 2.599 — 642 emm. 


1 g Leber der normalen Maus absorbiert pro Stunde 642 emm Q,. 


0,89, 
v- 


- 2,026 82 . 0,572 27 2,599 09. 
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Leber der normalen Maus (3. Versuch). 
Gewicht 123mg. Tw 21°. 





Zeit | A * eee | Zeit ° ieee c 

gh22" | 131,5 125,5 gh52" | 139,5 | 117,5 
9 27 | 133,0 124.0 1002) 4200 115,0 
9 37 | 1358 | 121,2 10 12 | 1445 CS 112.5 
942 1370 120.0 1032) 149.5 107.5 


A = 32,22 —0,123 — 32,097, 
Ap = 32,097 . 0,000 074 — 0,002 375 178. 1000 — 2,375, 





haere Se A+C 62,497 __ 
eee ager 6 (ae Se oO: 
yA? _ 0499. 1,027 = 0,440 583, 


2C 
273 rf ae — 
Von 9h27’ bis 10h32' = 65 Minuten. Dafiir ist d — 33mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d — 247,6mm. 
273 ee ee iis 
d(47- +0: S5-) = 247.6. 2.6445 = 654 emm. 
1 g Leber der normalen Maus absorbiert also pro Stunde 654 emm 0,. 


Leber der Maus nach Schilddriisenfiitterung (1. Versuch). 
Gewicht 96mg. Tw 17°. 





























Zeit | A c | Zeit || A | c 
4038’ 1390 | 1898 5b30' 152,0 119,5 
445] 410 | 1905 643) 1550 | 1165 
450 1420 129,5 557) 1580 113,5 
467) 1440 127.5 606 1600 | is 
509)  147,0 124.5 6 | 161,0 1105 
517/ 1490 | 1925 | 


A = 29,5 — 0,096 — 29,404, 
Ap = 29,404 .0,000074 = 0,002 1758. 1000 — 2,1758, 
273 273 A+C _ 67,004 


ze at se — 0,643 0,89 — 0,572 27, 
273 A+C _ ne 
AP 97g + ¥* gg = BOK + 05722 = 2.6196 


Von 450’ bis 6611’ — 81 Minuten. Dafiir ist d — 38mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d = 293,2 mm. 
273 A+C 
@(4P- a3 4 tw +? 30 
lg Leber der mit Schilddriise gefiitterten Maus absorbiert also 
pro Stunde 768emm Q,. 


) — 293.2. 2,6196 — 768 emm. 





jt fa oe eet 
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Leber der Maus nach Schilddriisenfiitterung (2. Versuch). 
Gewicht 94mg. Tw 19°. 





Siebdidtiabiteeaeninemanniar dis tmarsaiasans ec eee 


Zeit | A * aie | Zeit A ee 
10b40" 1400 131,5 11h16’ 150,0 121,5 
1048| 1430 | 1290 1126) 1525 119,0 
1056) 1450 | 1260 1141} 1560 116,0 
11 06 1475 | 1240 12 00 160,0 112.0 


A = 29,5—0,094 — 29,406, 
Ap — 29,406 - 0,000074 — 0,002 176 044 . 1000 — 2,176 04, 
273 273 A+C 67,006 


Ap ° 273 + Tw = Ap ? 292 2,034 342 4, = Yom 75.2 0,89. 
“ie a — 0,643 .0,89 — 0,57227, 
273 A+C 


Ap ‘ 273 1 Tw +0. Y6 = 2.034 34 +r 0,572 27 - 2,606 61. 


Von 10h48’ bis 12h — 72 Minuten. Dafiir ist d — 34mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d — 301mm. 
273 A+C 
@(4P- x3 te +" 30) 
1g Leber der Maus nach Schilddriisenfiitterung absorbiert also 
pro Stunde 784emm 0Q,,. 


301 . 2.6066 — 784 emm. 


Leber der Maus nach Schilddriisenfiitterung (3. Versuch). 
Gewicht 119mg. Tw 21°. 











Zeit || re c | Zeit A | tad 
2b27’ 133,0 124.5 2h57’ 435 | 114,0 
2 32 134.5 122.5 3 07 146.5 111.0 
2 37 137.0 120.5 3 27 152.0 105.5 
2 47 140.0 117.5 3 47 158,0 99.5 





A = 32,22—0,119 = 32,101, 
Ap = 32,101 . 0,000 074 — 0,002 375 474. 1000 — 2,375, 


73 273 A+C 62501 

ci ae er <= Bebe. 

a? ae, Oa 26 aa oc 
9 See 0,429. 1,029 — 0,441 44, 


Ap- ao Te Ae 5 to — 2.204 + 0.44144 — 2,645. 
Von 2h37’ bis 3h47’ — 70 Minuten. Dafiir ist d — 42mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d — 302,5mm. 

a( 273 : A+C 


6 eetenebereaecte ’ al _ 9 " : 
Ap 234 Tw” 30 )- 302.5 . 2,645 800 emm 


1g Leber der Maus nach Schilddriisenfiitterung absorbiert also 
pro Stunde 800emm 0,,. 
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160 A. Rohrer: 


FaBt man nun die fiir die Leber gefundenen Resultate zusammen, so 
hat man bei der normalen Maus eine Sauerstoffabsorption von: 


1. 620cmm pro Gramm und pro Stunde, 





2. 642 ” ” ” ” ” . 
3. 654 ” 2” ” ” ” ” 


oder im Mittel 639 emm. 
Bei der mit Schilddriise gefiitterten Maus: 


1. 786cmm pro Gramm und pro Stunde, 
2. 784 9° 7? 9 99 99 99 


3. 800 9 %° ” 9? > ? 
oder im Mittel 784 emm. 
Fir 1g Leber findet man also pro Stunde eine Vermehrung der 
Sauerstoffabsorption von 145 emm bei der mit Schilddriise gefiitterten 
Maus gegeniiber der normalen. 


Niere der normalen Maus (1. Versuch). 
Gewicht 88mg. Tw 21°. 








Zeit A c Zeit A c 
3h55' | 137,0 | 134,0 4b30/ 147,0 124,5 
4 00 | 139,0 132,0 4 40 149.5 | 122.0 
4 06 | 141,0 130,0 4 52 152,0 | 119.5 
410 | 142.5 129,0 5 02 154,0 117,5 
4 21 | 145,0 126,0 


A = 29,5—0,088 — 29,412, 
Ap = 29,412 - 0,000074 — 0,002 176 488 - 1000 — 2,176, 


ms +. A+C_ 67,01 
An: 34 Tw > Ap- od = 2,019 328, “——* 75,2 0,89, 
vy. A+© _ 0.643.089 — 0,572.27, 
20 
273 ee ® i 
P+ aca Ts tY* gq = 2010328 + 0.57227 — 2,501 598. 


Von 4h bis 5h02’ — 62 Minuten. Dafiir ist d — 29,5 mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d = 324mm. 


273 A+C)\ | ee 
d( Ap . 273 + Tw U- a) = 324 . 2,5915 — 839 cemm. 


1 g Niere der normalen Maus absorbiert also pro Stunde 839 emm O,. 


Niere der normalen Maus (2. Versuch). 
Gewicht 92mg. Tw 22°. 




















Zeit | “wr Gy c | Zeit A c 

x tt en ne ss 4 a em no eee 
10b35’ | 137,5 133,5 11065’ 146,5 125,0 
10 40 | 139,0 131,5 11 25 1510 =| 120,5 
10 45 | 141,0 130,0 ll 45 155,5 | 116,0 


10 55 | 144.0 127,0 
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A — 29,5—0,092 — 29,408, 
Ap — 29,408 . 0,000 074 — 0,002 176. 1000 —— 2,176, 


273 273 A+C 67,008 
.- aa 4 a 20 75,2 


yp A+© __ 0643 0,89 — 0.57227, 
2C . 
273 A+@C m © 
Ap- 273 4 Tw * 0-96 2,0128 + 0,572 27 2,585 07. 
Von 10h45’ bis 11h45’ 60 Minuten. Dafiir ist d 28,5 mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d 309,7 mm. 
/ 273 A+C\ 
q(AP og tw +t?’ 3¢ | 


1 g Niere der normalen Maus absorbiert also pro Stunde 800 emm Q,. 


309,7 . 2,585 800 emm O,. 


Niere der normalen Maus (3. Versuch). 
Gewicht 90mg. Tw 21°. 





A c | Zeit A 


140,0 130,5 1000’ 148.0 
141.5 129.0 1010| 1505 
143.0 127.0 10 30| —-155,0 
145,5 125.0 10 50| 159.5 
A — 295—0,09 — 29,41, 
Ap — 29,41, 0,000074 — 0,002 176 34-1000 — 2,176 34, 
273 73 A+C_ 67,01 
AP 73 Tw 2 eee ae a 
» Ate 
20 
273 A+C 
AP: 334 To +” 20 
Von 9h 40’ bis 10h50’ — 70 Minuten. Dafiir ist d — 33mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d 314,2 mm. 


273 Anette 
d(Ap gar he +’ 0 -) 314.2. 2.59159 — 814 emm. 


1 g Niere der normalen Maus absorbiert also pro Stunde 814 emm Q,. 


0,89, 


2 
Ap-5 


0,643 . 0,89 = 0,572 27, 


— 2,019 328 + 0,572 27 — 2,591 598. 


Niere der Maus nach Schilddriisenfiitterung (1. Versuch). 
Gewicht 112mg. Tw 22°. 





c ee Zeit A 


6b30’ 137,5 133,0 7h00' 149,5 
6 35 140,0 131.0 710| 1530 
6 40 142.0 129.0 720) 1560 
6 50 146,0 125,0 740 = 162.5 


Biochemische Zeitschrift Band 145. 











162 A. Rohrer: 


A = 295 —0,112 — 29,388, 
Ap — 29,388 -0,000074 — 0,002 174712. 1000 — 2,174. 


273 273 A+C 66,988 
P9734 Tw “AP * 995 ~ 710%. “3G 752 ~ %%9 
,: ase = 0,643. 0,89 — 0,572 27, 
273 A+C _ Ki 
AP: x 7 Wet” 30 2,010 95 + 0,572 27 — 2,583 22. 


Von 6h35’ bis 7540’ — 65 Minuten. Dafiir ist d — 45mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d = 370,3mm. 
273 A+0O' 
@(AP ost +" ac) 
lg Niere der Maus nach Schilddriisenfiitterung absorbiert also 
pro Stunde 956 emm O,. 


370,3 . 2,5832 — 956 emm O,. 


Niere der Maus nach Schilddriisenfiitterung (2. Versuch). 
Gewicht 101mg. Tw 22°. 








Zeit || A o | Zeit | A [ c 
4hos’) 144.0 127,5 4h55’|| 160.5 111,0 
415| 1480 123.5 515 1665 105.0 
4 25 151,0 120,5 5 35 172.0 99.5 
435| 1540 117.5 


A = 295—0,101 = 29,399, 
Ap = 29,399. 0,000074 — 0,002 1755. 1000 — 2.1755, 


273 273 ‘ A+C 66,999 
AP gle A MT ee ee 
A+C “ 
SG = 0648..0,89 = 0,572 27, 


273 A+C 
AP 934 tet? 30" 
Von 4515’ bis 5h35’ = 80 Minuten. Dafiir ist d — 48mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d = 356,4mm. 
d( Ap . 3 ie +v- 4°) = 356,4-2,5846 — 921 emm O,. 
1g Niere der Maus nach Schilddriisenfiitterung absorbiert also 
pro Stunde 921 emm 0,. 


= 2,012 33 + 0,572 27 = 2,5846. 


Niere der Maus nach Schilddriisenfiitterung (3. Versuch). 
Gewicht 92mg. Tw 21°. 























i c | zeit | east Ramee 

2h20' | 136,5 134,5 2h55' 147,0 124.5 
2 25 138,5 133.0 3 05 150,0 121.5 
2 30. 140,0 131.5 3 25 155,5 116,0 
2 35. 141.5 130.0 3 45 161,0 110.5 


2 45 | 144.5 127'0 
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A 29,5 — 0,092 29,408 , 
Ap 29,408 . 0,000 074 — 0,002 176.1000 — 2,176, 


i 
273 313 A+C _ 67,008 
AP - 534 Py ~ AP’ 994 ~ 2.019.828, a aaa = 9°, 
A+0.. 
0 0,643 .0,89 — 0,572 27, 
273 A.+C 
AD: 5735 Ty + gq — 2019 328 + 0,572.27 — 2,591 598. 


Von 230’ bis 3h45’ — 75 Minuten. Dafiir ist d 42mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d — 365mm. 


273 A+C 
d(4P- 5 ty +? 20 


1g Niere der Maus nach Schilddriisenfiitterung absorbiert also 
pro Stunde 945 emm 0Q,. 


365 . 2,5915 945 emm O,. 


Fiir die Sauerstoffabsorption der Niere ergeben sich demnach folgende 
Resultate: 
Bei der normalen Maus: 


1. 839cmm pro Gramm und pro Stunde, 
%: 800 ” > ”? > 9? 99 
3. 814 ” ” ” ” . 


oder im Mittel 818 cmm. 
Bei der mit Schilddriise gefiitterten Maus: 


1, 956cmm pro Gramm und pro Stunde, 
2. 92 1 o° or ” - ” 9° 
3 945 ” ¢9 ry ” ” ” 


oder im Mittel 941 emm. 

Fir 1g Niere findet man also pro Stunde eine Vermehrung der 
Sauerstoffabsorption von 123 emm bei der mit Schilddriise gefiitterten 
Maus gegeniiber der normalen. 


Muskel der normalen Maus (1. Versuch). 
Gewicht 33mg. Tw 21°. 











‘Zeit | : me! A Cc | Zeit i A : e 

ans] 1302  . 1320 |anoyl iso | 1275 
2 55 1410 130,2 3 45 | 145,5 126,0 
3 05 || 142.0 129.5 4 05 1470 124.5 


A = 29,5—0,033 — 29,467, 
Ap = 29,467 . 0,000 074 — 0,002 180 55. 1000 — 2,180 55, 


wee 273 A+C __ 67,067 _ 
ae a CCU a 
o.* ; C _ 0.643 ..0,89 — 0,572 27, 
273 A+C 
ca At! 572.27 — 2,595 574, 
AP 5g ty t 9G 2.023 304 + 0,572 27 — 2,595 


11* 





























164 A. Rohrer: 


Von 3b05’ bis 4h05' = 60 Minuten. Dafiir ist d = 10 mm 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d = 303 mm. 


273 A+C) 
@(AP- a3 tw + 20) 
1 g Muskel der normalen Maus absorbiert also pro Stunde 786 emm Q,. 


— . 


303 . 2,5955 — 786 emm O,. 


Muskel der normalen Maus (2. Versuch). 
Gewicht 25mg. Tw 22°. 





Sch Te 3 & C | Zeit a cy 
10h50’|, 1302 = |S s181,8 1140 1430 | 1280 
1100) 1400 | 1310 12 00 144.0 127.0 
1120/ wis | 1995 12 20 145.0 126.0 


A = 29,5—0,025 — 29,475, 
Ap = 29,475. 0,000 074 — 0,002 18115. 1000 — 2,18115, 


hee A+C 67,075 | 
Pag aay = AP ggg = 201700875, “EX — Se — oe, 
mad — 0,643 0,89 — 0,572 27. 
273 PRO Me 7 


Von 11h bis 12h20' = 80 Minuten. Dafiir ist d = 10mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d = 300mm. 

273 A +(C\ 

4( AP 973 +1 +" 30 ) 

1 g Muskel der normalen Maus absorbiert also pro Stunde 777 emm Q,. 


~ 300 . 2,589 833 — 777 emm O,. 


Muskel der normalen Maus (3. Versuch). 
Gewicht 32mg. Tw 22°. 








Zeit ser C | Zeit f A Cc 
. 5 ~ ~ 4 
10h47'! 129.0 128,0 11h17 | 132,0 125,0 
10 57| 1300 127.0 11 37/ == :133,5 123.5 
1107) 131.0 126,0 11 57], 1350 122'0 


A == 29,5—0,032 — 29,468, 
Ap = 29,468 . 0,000 074 — 0,002 1806. 1000 — 2,1806, 





ma ue ee A+C _ 67,069 _ 
TM oP me ro ~ a  ™ 
y £48 ~ 0,643 .0,89 — 0,572.27, 
273 A+C _ 
Ap: 273 + Tw +v- Ya 2,017 055 + 0,572 27 2,589 325. 


Von 10457’ bis 11h57' = 60 Minuten. Dafiir ist d = 10mm. 
Fiir 1g und 1 Stunde ist d = 312,5 mm. 


273 A+0C 
(4? +933 Tet" 30) 
| g Muskel der normalen Maus absorbiert also pro Stunde 809 emm Oy. 


312.5 . 2,5893 809 emm O,. 





: 
: 
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Muskel der Maus nach Schilddriisenfiitterung (1. Versuch). 
Gewicht 30mg. Tw 22°. 








Zeit Cc | Zeit Cc 
137,5 134,0 ™20 | 142.0 129,5 
139, 0 133, 0 144, 0 128,0 
140,0 131, 5 145.5 126,0 


A = 29,5—0,03 — 29,47, 
Ap = 29,47 . 0,000074 — 0,002 18078. 1000 — 2,180 78, 


273 273 A+C 67,07 _ 
AP 355 Ty = AP agg = BONING, —GG~ = agg = 980, 
p ATS _ 0.643 .0,89 — 0,572 27, 
20 
273 A:+C0 ; s 
AP - 973 + Tw” 36 2,017 147 + 0,572 27 — 2,589 417. 


Von 7b bis 8h = 60 Minuten. Dafiir ist d = 11 mm. 
Fir 1g und | Stunde ist d = 366 mm. 


273 A+O 
d(47' oot? 20} 


1g Muskel der Maus nach Schilddriisenfiitterung absorbiert also 
pro Stunde 947 emm Q,. 


366 - 2,589417 = 947 emm O,. 


Muskel der Maus nach Schilddriisenfiitterung (2. Versuch). 
Gewicht 23mg. Tw 22°. 














Zeit A C | Zeit | A ¢ 

3b10’, «1320 124.5 3b 50’ 134,5 122,0 
3 20 132'5 124.0 4 10 136.5 120.0 
3 30 133,0 123.5 4 30 138.0 119.0 





A — 29,5 —0,023 — 29,477, 
Ap — 29,477 . 0,000 074 — 0,002 181 29, 1000 — 2,181 29, 
273 273 A+C 67077 _ 


Ap . 273 + Tw Ap . 395 — 2.017 702 5, Ya 75.2 0.89, 
wail E+8 0,643 . 0,89 — 0,572 27, 
20 
273 A+€0 a a 
AP x73 ty +? 3@ 2.017 702 + 0,572 27 — 2,589 972. 


Von 3h20’ bis 4430’ = 70 Minuten. Dafiir ist d = 10,5 mm. 
Fiir 1 g und 1 Stunde ist d = 391 mm. 


d(Ap - s.r ee 442) 


273 1 Tw 90 391 . 2,5899 1012 emm O,. 


1g Muskel der Maus nach Schilddriisenfiitterung absorbiert also 
pro Stunde 1012 emm Q,,. 
































166 A. Rohrer: 


Muskel der Maus nach Schilddriisenfiitterung (3. Versuch). 
Gewicht 12mg. Tw 22°. 














Zeit A c | Zeit A | c 
6h45'|| 13,0 124.0 7h40'|| 1350 121,5 
6 55 I 133,5 123,5 8 00 136,0 121,0 
720) 1350 | 1220 


A = 29,5—0,012 — 29,488, 
Ap = 29,488 . 0,000 074 — 0,002 182 11. 1000 — 218211, 


273 : 273 A+C _ 67,088 
Ap - 73 4 Te * Ap: 505 = 2,018 442 5, 30 63 > 0,89, 
° ate = 0,643 . 0,892 — 0,573 556, 
273 A+C_ ; 
AP - 573 +o’ 30 2,018 44 + 0,573 55 — 2,591 99. 


Von 6b55’ bis 8h = 65 Minuten. Dafiir ist d = 5mm. 
Fiir 1 g und 1 Stunde ist d = 384,5 mm. 


a( 273 bet 


AP 993 Tw a7) ) = 384,5. 2,501 99 — 996 emm O,, 


1g Muskel der Maus nach Schilddrisenfiitterung absorbiert pro 


Stunde 996 cmm 0Q,. 


Fiir die Sauerstoffabsorption des Muskels ergeben sich demnach 


folgende Werte: 
Bei der normalen Maus: 


1. 786cmm pro Gramm und pro Stunde, 
2. 777 ””? > ” ”? 9? 
3. 809 99 ” ° 9° ” " 9: 
oder im Mittel 791 emm. 
Bei der mit Schilddriise gefiitterten Maus: 
1. 947 cmm pro Gramm und pro Stunde, 
2. 1012 9? ? > ” %? ” 
3. 996 99 ” 9° > bh 99 


oder im Mittel 985 emm. 


Fir 1g Muskel findet man also pro Stunde eine Vermehrung der 
Sauerstoffabsorption von 194 cmm bei der mit Schilddriise gefiitterten 


Maus gegeniiber der normalen. 


Stellen wir nun die gefundenen Mittelwerte zur Ubersicht zu- 


sammen, so haben wir: 


Bei der normalen Maus fiir 1 g Leber pro Stunde eine Sauerstoff- 


absorption von 639 emm. 
Bei der mit Schilddriise gefiitterten 784 emm. 
Also bei der letzteren ein Mehr von 145 emm oder 22,6 Proz. 


Bei der normalen Maus fiir 1 g Niere pro Stunde eine Sauerstoff- 


absorption von 818 emm. 
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Bei der mit Schilddriisen gefiitterten 941 emm. 

Also bei letzterer ein Mehr von 123 emm oder 15,6 Proz. 

Bei der normalen Maus fiir 1 g Muskel pro Stunde eine Sauerstoff- 
absorption von 791 emm. 

Bei der mit Schilddriise gefiitterten 985 emm. 

Also bei letzterer ein Mehr von 194 emm oder 23,9 Proz. 

Aus dieser Arbeit ergibt sich also, daB nach Verfiitterung von 
Schilddrisenhormon nicht nur eine Erhéhung des respiratorischen 
Stoffwechsels des Gesamtorganismus gefunden wird, sondern daB sich 
auch eine solche Erhéhung fiir die einzelnen isolierten tiberlebenden 
Organe nachweisen léBt, die je nach dem Organ verschieden ist. 





























Uber den Einflu8 intravenéser 
EiweiGinjektionen auf den respiratorischen Grundumsatz. 


Von 


Emil Amstad. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 20. Dezember 1923.) 


Die parenterale, insbesondere die intravenése Injektion von EiweiB 
ist kein indifferenter Eingriff. Die hier eintretenden Wirkungen haben 
ein groBes praktisches Interesse gewonnen, seitdem diese infolge der 
Immunitatslehre eingefiihrten Seruminjektionen therapeutisch — be- 
deutungsvoll geworden sind. Auch die in der letzten Zeit viel diskutierte 
Proteinkérpertherapie tragt zum Interesse an der Lésung des hier 
gestellten Problems ihren Anteil bei. 

Die Physiologie hat aber, unabhangig von allendiesen therapeutischen 
Bestrebungen, schon lange vor dieser Zeit Erfahrungen iiber die Wirkung 
intravendser EKiweiBzufuhr im tierischen Kérper gesammelt. Einen mach- 
tigen Ansto8 erhielten derartige physiologische Forschungen, als Heiden- 
hain in seiner beriihmten Lympharbeit zeigen konnte, daB intravendse 
Injektionen von Eiwei8B eine stark lymphtreibende Wirkung besitzen. 

Sodann hat Asher dieWirkung dieser Art von Lymphagoga aufgeklart, 
indem er zeigte, daB diese parenteral eingefiihrten Stoffe Lebergifte seien. 

Diese Anschauungen Ashers iiber die Lebergifte haben in der 
neueren Zeit durch die Untersuchungen von Junkersdorf in Bonn von 
einer ganz anderen Seite her Bestaétigung gefunden. Wenn dem so 
ist, so darf die parentérale Injektion von Serum als ein Mittel betrachtet 
werden, um in die Leberfunktion einzugreifen. Ausgehend von dieser 
Erwagung, kénnte daran gedacht werden, den Einflu8 von intravenésen 
EiweiBinjektionen auf den respiratorischen Grundumsatz zu unter- 
suchen und in einer allfallig eintretenden Beeinflussung desselben den 
Ausdruck der geanderten Leberfunktion unter der Einwirkung des 
parenteral zugefiihrten EiweiBes zu erblicken. Nun kénnte der Ein- 
wand erhoben werden, da8, falls die intravenése EiweiBinjektion eine 
Veranderung des respiratorischen Grundumsatzes veranlaBt, dies nicht 
notwendig auf einer geinderten Leberfunktion beruhen miBte, sondern 
als Folge einer irgendwie anderweitig im K6rper verursachten Veranderung 
des Grundumsatzes aufzufassen wire. Dieser EKinwand ist berechtigt 
und muB beriicksichtigt werden. Immerhin mu8 vom Standpunkte der 
Physiologie aus darauf hingewiesen werden, daB bisher die experimentell 
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etwas genauer zu analysierenden Veranderungen ausschlieBlich auf die 
Leber zuriickzufiihren sind, nicht bloB die gesteigerte Lymphbildung, 
sondern auch die verminderte Gerinnungsfahigkeit des Blutes. 

Unabhangig aber von der Beziehung zur Frage der Leberfunktion 
hat die Untersuchung des Verhaltens des respiratorischen Grund- 
umsatzes nach parenteralen EiweiBinjektionen an sich ein groBes 
Interesse, denn der Grundumsatz gibt uns wohl mit am schiarfsten 
Auskunft tiber die physiologischen Zustinde im Organismus, da wir 
mit der Untersuchung des Grundumsatzes uns an der Quelle der vitalen 
Energielieferung befinden. 

In der vorliegenden Arbeit handelt es sich nun darum, AufschluB 
zu erhalten iiber die Menge, die ein bestimmtes Versuchstier unter 
bestimmten Bedingungen in der Atmungsluft an CO, produziert und 
an O, verbraucht, ausgedriickt in Kubikzentimetern des betreffenden 
Gases pro Minute und pro Kilogramm Koérpergewicht. Das Verhiltnis 
beider Werte CO,: O, ergibt den respiratorischen Quotienten. 


Als Versuchstier diente das Kaninchen. Die Untersuchung fand im 
Jaquetschen Respirationsapparat des Berner physiologischen Instituts 
statt, der in friiheren Arbeiten aus diesem Institut beschrieben worden ist. 
Um Kaninchen fiir die Methodik der Respirationsversuche hiermit, die sich 
an Menschen und Hunden mit einer Genauigkeit, welche von anderen 
Apparaten nicht tibertroffen wird, anstellen lassen, geeignet zu machen, 
wurden die Kaninchen mit einer Diaét aus Milch und Brot bestehend 
ernahrt, und sie wurden hierdurch in bezug auf Ablaufsdauer und Art des 
Stoffwechsels den genannten anderen Lebewesen ahnlich. Die Fiitterung 
mit Milch und Brot geschah schon 14 Tage vor Beginn der Versuche, um 
die Tiere an diese Ernaihrungsart zu gewéhnen, und um Schwankungen 
des Stoffwechsels im Beginn der Versuche vorzubeugen. Vor jedem Einzel- 
versuch hungerte das entsprechende Versuchstier 18 bis 20 Stunden voll- 
stiindig. Die eigentlichen Versuche begannen erst, nachdem sich das Tier 
auf konstanten Grundumsatz eingestellt hatte. 


Die Gasanalysen wurden mit dem zum Jaquetapparat gehdrigen 
Analysenapparat von Petterson-Palmquist ausgefiihrt. Diesen zog ich dem 
Haldaneschen Apparat vor, weil er mit dreimal groéBeren Gasmengen 
arbeitend, genauere Analysen erlaubt. Um den Zeitverlust auszugleichen, 
den die gréBere Menge mit sich bringt, habe ich mich des zuerst von Durig 
fiir physiologische Analysen empfohlenen Natriumhydrosulfids als Sauerstoff- 
absorptionsmittel bedient. Die Lésung war folgendermaBen zusammen- 
gesetzt: 

Natriumhydrosulfurosum Merck, pro Analyse . 50,0 
‘ Kalium hydricum (60 proz.)........ . 40,0 
PR ERs eas Se iS es, Se 
Diese Lésung mu8 allerdings nach héchstens 10 bis 12 Einzelanalysen 
erneuert werden. 

In neuerer Zeit hat A. Krogh') einen Gasanalysenapparat von der 

hohen Genauigkeit von 0,001 Proz. konstruiert. Einer der wesentlichen 


1) A. Krogh, The Biochemic. Journ. 14, 267, 1920. 
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Punkte an diesem neuen Apparate ist, neben der Benutzung von drei ge- 
trennten Gasbiiretten, die Hebung des Quecksilbers durch Luftdruck, 
wodurch die Anwendung eines langen Gummischlauches bei der manuellen 
Hebung und Senkung eines Quecksilberreservoirs vermieden wird. Im 
Gummischlauch wird aber das Quecksilber verunreinigt, wodurch namentlich 
die Genauigkeit der Sauerstoffanalyse leidet. Mangels Besitz dieses genauen 
Apparates hat Professor Asher an den Gasanalysenapparaten des Berner 
Instituts zwischen Gummischlauch und Gasbiirette eine zweischenklige 
Orsatbiirette einschalten lassen, so daB nur Quecksilber, welches nicht mit 
dem Gasschlauch vorher in Beriihrung war, in die Analysenbiirette aufstieg. 
Diese Hilfseinrichtung hob die Genauigkeit der Analysen, und es dauerte 
langer, ehe die Analysenbiirette einer neuen Reinigung bedurfte. 

Die Aufgaben der vorliegenden Arbeit sind die folgenden: 

1. Feststellung des Grundumsatzes, der Kohlensaéureproduktion 
und des Sauerstoffverbrauchs des bestimmten Versuchstieres in Kubik- 
zentimetern pro Minute und Kilogramm Kérpergewicht, und des 
respiratorischen Quotienten unter normalen Bedingungen, d. h. im 
Hungerzustande. 

2. Feststellung des Grundumsatzes desselben Tieres nach inéra- 
vendser Injektion von Ringerlésung. 

3. Feststellung des Grundumsatzes desselben Tieres nach inéra- 
vendser Injektion von artfremdem Hiweif in verschiedenen Quantitaten 
(Pferdeserum). 

4. Feststellung des Grundumsatzes desselben Tieres nach inéra- 
vendser Injektion von arteigenem Hiweif (Kaninchenserum). 

Wir kommen nun zu den Normalversuchen des Grundumsatzes 
und deren Resultate. Die Versuche dauerten 2 bis 6 Stunden und 
wurden an verschiedenen (drei) Tieren gemacht. Gewicht der Tiere 
2200 g, 2300 g und 2420g. Nach je einer Stunde wurde eine Gasprobe 
entnommen und analysiert. 


























Tabelle I. 
Normalversuche. 

Nr Ventilation pro Std. COptroiehsion ae Re Vetireaeh | Respirations- 

i Liter Liter | com | __ Liter ecm qatar 
=? ne u : 
1 | 570 reduz.483 09618 = 7,0 1,385 10,08 | 0,64 
2/570 , 483 10143 | 7,3 1,35 983 | 0,74 
3||784 | 673 1,48 112 1,965 1467 | 0,74 
4/784 . 673 1414 | 10,617 18844 14,07 | 0,74 
5 | 584 , 5003 13 | 95 1,85 13,25 0,72 
61584 > 6003' 14 | 1014 19236 «= 40] 73 
7/661 , 65443 1,415 | 102 1,7417 13,9 | 0,734 
8 || s812 , 679 1,493 10,8 2,042 148 | 0,73 
9 | 5222 , 445 1,245 8,07 1,323 10,83 | 0,745 
10 | 444, 379 10612 | 82 1,442 11,11 || 0,738 


Durchschnitt aus ; pro Std. ccmlkg Min. gro Std. comfkg Min. 
9,5585 12,94 0,7374 


Versuch 2 bis 10 





an, 
als 
des 
da 
sor 


de! 
die 


pr 


lie 


au 
au 


ma a sk 


— 


a Sl 




















Einflu8 intravenéser EiweiBinjektionen a. d. resp. Grundumsatz. 171 


In dieser Tabelle geben wir in der ersten Kolonne das Luftquantum 
an, das das Versuchstier zur Respiration zur Verfiigung bekommt, 
als StraBenluft in Litern pro Stunde. Dieser Wert wird nach Maigabe 
des Thermobarometers auf die Temperatur der AuBenluft reduziert, 
da die Ausatmungsluft nicht nur in ihrem Gehalt an O, und CO,, 
sondern auch in der Temperatur verandert ist. 

In der zweiten Kolonne ist der Gehalt an CO, angegeben, um 
den die Ausatmungsluft gegeniiber der StraBenluft erhéht ist, also 
die reine CO,-Produktion, ausgedriickt in Litern pro Stunde. 

Die dritte Kolonne zeigt den nimlichen Wert von Kolonne 2 an, 
umgerechnet auf Kubikzentimeter pro Kilogramm Kérpergewicht und 
pro Minute. 

Die vierte Kolonne enthalt die Sauerstoffmenge, um die die venti- 
lierte Luft gegeniiber der StraBenluft vermindert ist, umgerechnet 
auf den Stickstoffgehalt der StraBenluft, also den Sauerstoffverbrauch, 
ausgedriickt in Litern pro Stunde. 

Die fiinfte Kolonne gibt diesen Wert an, umgerechnet auf Kubik- 
zentimeter pro Kilogramm Kérpergewicht pro Minute. 

Die sechste Kolonne ist der Quotient der Werte von Kolonnen 3 
und 5, CO,: O,, d. h. der respiratorische Quotient. 

Die uns hauptsichlich interessierenden Werte sind diejenigen von 
Kolonnen 3, 5 und 6, d. h. die Werte, die uns direkt AufschluB geben iiber 
die Kohlensiureproduktion und den Sauerstoffverbrauch des tierischen 
Organismus pro Kilogramm Kérpergewicht und pro Minute, aus- 
gedriickt in Kubikzentimetern, und den respiratorischen Quotienten. 

Fir ein Kaninchen vom Gewicht von 2200 bis 2400 ¢ stellt sich 
als Mittelwert aus einer gréBeren Versuchsreihe folgender Grundumsatz 
heraus : 


Kohlenséureproduktion . . . 9,5585 cem/kg/Min. 
Sauerstoffverbrauch. . . . . 12,94 a 
Respirationsquotient ... . 0,7374 és 


Als Ausgangswerte wurde der Gehalt der StraBenluft von CO, 
mit 0,03 Proz., an O, mit 20,94 Proz. angesetzt, welche Mittelwerte, 
aus zahlreichen Luftanalysen gewonnen, auch aus meinen Versuchen 
resultierten, die ich in langeren Versuchsreihen anstellte, um mich 
fir die Hauptversuche in der Gasanalyse einzuiiben und um den Apparat 
auf seine Zuverlassigkeit zu prifen. 

Nachdem wir nun den Grundumsatz der Versuchstiere unter 
normalen Bedingungen festgestellt haben, wollen wir, bevor wir an die 
Versuche iiber die Stoffwechselverhaltnisse bei Injektion von art- 
fremdem EiweiB herantreten, ermitteln, wie sich die Dinge verhalten, 
wenn wir dem Versuchstiere intravenése Injektionen der isotonischen 
Ringerlésung verabfolgen. 
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Es wurden also in den folgenden Versuchen dem Tiere je 2 ccm 
Ringerlésung in die eine Ohrvene injiziert und darauf sofort jeweils 
ein Stoffwechselversuch angeschlossen. 

In der zweiten Tabelle teilen wir die dabei erzielten Resultate mit. 


Tabelle II. Injektion von 2 ccm Ringerlésung. 





Ventilation C OgsProduktion OxVerbrauch  Resplestions- 
Liter pro Std. Liter pro Std. | ccmfkg Min. | Liter pro Std. ccmjkg Min. ! quotient 
491 reduz, 422 1,266 9,18 1,75 12.6 0,73 
491 ‘“ 422 1,413 10,23 1,91 13,8 0,74 
480 , 406 1,301 9,42 1,717 12,03 0,70 
483 ss 407 1,425 10,29 1,90 13,7 0,75 
431 375 1,58 10,75 2,107 14,33 0,75 
476 ‘ 389 1,47 10,00 2,07 14,09 0,71 
487 . 398 1,53 10,408 2,069 14,05 0,74 


Die Mittelwerte fir CO, und O, betragen fiir diese Versuchsreihe 
10,04 com/kg/Min. bzw. 13,52 cem/kg/Min., was gegeniiber den Normal- 
werten eine Erhéhung um 5 Proz. bedeutet. 

Die intravenése Injektion von Ringerlésung hat also bei dieser 
Dosis eine geringe Steigerung des Stoffwechsels zur Folge, und zwar 
so, daB dieser Ausschlag nach oben um 1/,) kaum als etwas anderes 
gedeutet werden kann als eine innerhalb der gewoéhnlichen Grenzen 
sich bewegende Schwankung des normalen Grundumsatzes. 

Ganz anders gestalten sich die Verhaltnisse, wenn wir diese Stoff- 
wechselversuche anstellen, nachdem wir den Versuchstieren parenteral 
EiweiB, und zwar artfremdes, zugefiihrt haben. Unser Interesse lenkt 
sich dabei nach zwei Richtungen. Wir fragen uns: 1. Wie wirkt das 
parenteral einverleibte Eiwei8 an und fiir sich in verschiedenen Dosen 
auf den respiratorischen Grundumsatz? 2. Machen sich bei wieder- 
holten Injektionen beim niamlichen Tiere Erscheinungen geltend, die 
als Uberempfindlichkeit oder im Gegensatz hierzu als Gewéhnung 
gedeutet werden kénnen ? 

Betrachten wir die erste Frage fiir sich gesondert: Wie wirkt 
das intravends injizierte EiweiB in verschiedenen Dosen auf den respira- 
torischen Grundumsatz? 

Es werden einem Versuchstiere 0,5 bis 3ccm Pferdeserum intra- 
venés injiziert und anschlieBend der Stoffwechselversuch ausgefiihrt 
(s. Tabelle ITI). 

Nach Ablauf je einer Stunde werden Gasproben entnommen und 
analysiert. Der erste Versuch ergibt Werte, die gegeniiber der Norm 
bedeutend herabgesetzt sind. Nach einer weiteren Stunde finden wir 
den Umsatz bereits etwas héher, aber immer noch unter der Norm, 
und zwar ergibt sich als Mittelwert aus beiden Proben eine Vermin- 
derung des Grundumsatzes um 30 Proz. 
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Tabelle 111. 
Serum- und Normalversuche. (Kaninchen 1.) 


bony: i C OgProduktion OosVerbrauch Respis 

Veutioten fi ha Big | rations Remerkungen 
|| Liter | com/kg- || Liter | comikgs tr 8 

Liter pro Std. || pro Std. | Min. i pro Std. | Min. quotient | 





Datum | | | 


1922. || 
3. IT.) 348reduz.370) 0,629 5,0 1,036 7,8 0,64 0,5 ccm Pferde- 
424 , 366 0,9882 7,5 1,3542 10,3 6,73 | serumintraven 


. IT.) 480 , 414) 08694 6,52 13662 10,3 | 0,63  \1,0ccm Serum 
384 333 0.8658 65 1,2321 9,25 0,7 |  intravends 


IT. || 453 390 || 1,17 9,0 1,638 12,4 0.733 | Normalversuch 


3. IT. 394 361) 1,444 | 10,5 = 1,772 13,0 | 0,703 2 ccm Serum 
389 349| 1805 13,1 2349 17.0 0,77 |  intravends 
. IL. 480 407| 09361; 6,9 | 12617 9,4 | 0,73  \2ccm Serum 
186 414\ 1,656 | 122 | 2277 1612 | 0,75 | intravenés 


. IL, | 430 380) 1,534 10,23 2,1 14,0 0,73 
464 410) 1,681 11,2 2,37 15,8 0,74 ||3ccm Serum 
| 466 409) 1,676 | 11,2 | 2,35 16,0 0,7 sf intravenés 
\508 , 446) 1,794 120 | 241 16,2 0,74 


.| 467 , 401 1323 9,12 1865 129 ~ 0,71 
/470 , 402 1418 1001 189 132 0,76 


| 576 490/ 0,98 7,24 134 992 0,73 
| 476 410| 1.00 | 7:57 | 1:36 10,27 | 0,737 ‘|3ccm Serum 
| 467 400/ 1,04 | 7,89 | 145 10,90 0,72 | intravenss 
|| 422 361 | 0,974 7,4 1,31 10,00 0,74 

Ein weiterer Versuch nach Injektion von 1,0ccm Pferdeserum 
hat eine Verminderung des Umsatzes um 25 Proz. zur Folge. 

Eine sukzessive Erhéhung der Serumdose laBt die negative 
Schwankung des Umsatzes verschwinden und laBt an ihrer Stelle eine 
Erhéhung derselben in Erscheinung treten. So sehen wir im dritten 
Serumversuch nach Injektion von 2ccm Pferdeserum, daB in der 
ersten Stunde die erniedrigten Werte schon den anna&hernd normalen 
Zahlen Platz gemacht haben, und in der zweiten Stunde sehen wir 
den Grundumsatz maximal emporschnellen, indem wir eine Erhéhung 
derselben durchschnittlich um 30 Proz. feststellen. 

Wir gehen nun mit der Serumdosis auf 3ccm und bemerken, 
daB auch hier die anfangliche negative Schwankung ausbleibt und 
dafir von einer Steigerung des Stoffwechsels abgelést wird. Merk- 
wirdigerweise erreicht diese Steigerung nicht mehr die bei 2 com Serum 
erreichte mittlere Héhe, sondern bleibt mit 20 Proz. Erhéhung des 
Umsatzes hinter jenen Werten zuriick, so da8 wir, ohne damit etwas 
prajudizieren zu wollen, im allgemeinen sagen kénnen, daB die gréBten 
Ausschlige in den Gesamtumsatz nach unten bei minimalen Dosen 
auftreten, die gréBten Ausschlage nach oben aber bei mittleren Dosen 
in Erscheinung treten. 


Normalversuch 
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Ob diese Dinge wirklich an der verschiedenen Dosierung liegen, 
oder ob andere Ursachen dabei mit im Spiele sind, werden wir spater 
zu entscheiden suchen. 


Tabelle IV. Serum- und Normalversuche. (Kaninchen 2.) 





|| C OgsProduktion OyVerbrauch Respi- 
re ] rations: | Bemerkungen 
} 
} 


Ries Ventilation ea iE 
|| Liter | cemfkgs | Liter comfkgs | : 
Liter pro Std. || proStd. Min. | proStd.| Min. |) quotient 





1922 

18. II. 477reduz.408 1569 108 2092 144 0,75 
480 , 410 1397 997 19 136 | 0,73 | 
520 | 444,102 723 14 10.0 | 0,73 | 


22. II. 447 300 1,282 9,09 = 1,83 12,98 0,70 


Normalversuch 





508 | 43414756 1053 205 146 072 |Iniektion von 
501, 428 1,548 109° 214 15,1 | O72 || serum 1 cowl 
507 > 430 1457 10,12 207 1445 071 | 

7.111. 505 


3 


429| 1624 113 2,25 15,7 0,72 "occ Sera 
com Serum 
490, 415 1613 12 215 1490.75 eum Sen 
10.111. 480, 407, 1,825 9.135 1,77 1220.75 | 
481 , 408 1,397 9,62 1,89 13,0 0,74 | }Normalversuch 
491 4161412 974 191 132 o74 | 


18. III. | 487 414, 1,503 1042 | 203 139 0,75 


s 


478 > 403/1497 1039 | 211 1435. 0,71 perms hes 
482 , 406 1468 1025 209 147 0,70 | Cs teen, 
584 , 500 13 95 1,857 13,57 0,70 


21.11T.|520 , 447) 1,235 8,29 1,69 11,36 0,73 © Normalversuch 


An einem zweiten Versuchstiere wurden nun in einem gleichen 
Zeitraum Parallelversuche angestellt, und zwar wurde es ebenfalls 
nach Injektion von steigenden Mengen Pferdeserum (1,0 bis 3,0 ccm 
intravenés) auf seine Stoffwechselverhaltnisse geprift (s. Tabelle IV). 

Die Herabsetzung des Grundumsatzes bei kleinen Dosen intravenés 
applizierten artfremden Serums und im Beginn der Versuchsreihe, 
der spatere Anstieg auf die Norm und die sukzessive eintretende Er- 
héhung derselben, wie sie in der vorhergehenden Untersuchungsserie 
in Erscheinung trat, waren nicht zufalliger Natur, sondern sie zeigten 
sich bei dieser zweiten, unter den nimlichen Bedingungen ausgefiihrten 
Versuchen in ganz der gleichen Weise. 

Die anfangliche Erniedrigung des Umsatzes betrug hier bei In- 
jektion von 1,0 ccm Pferdeserum 25 Proz. Bei der Dosis von 2,0 ccm 
blieb die Erniedrigung von vornherein aus, zeigte sich im Gegenteil 
eine geringe Steigerung, die auch hier bei der namlichen Dosierung 
von 2,0cem den maximalen Mittelwert von 28 Proz. erreicht. 

Es zeigte sich auch hier, analog der letzten Versuchsserie, die 
eigentiimliche Erscheinung, da bei héheren Dosen, 3 ccm Serum, die 
Erhéhung des Grundumsatzes weniger deutlich ausgesprochen ist wie 
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die bei Injektion von 2ccem. Im Prinzip haben wir in beiden Serien 
durchweg die identischen Vorginge zu verzeichnen, nimlich Ernie- 
drigung des Umsatzes bei kleinen Dosen und im Beginn der Versuche 
Anstieg auf und tiber die Norm bei steigenden Dosen im Verlauf der 
Versuchsreihe und Herabsinken auf die Norm in der Zwischenzeit, 
wie die eingeschalteten Normalversuche angeben. 

Diese auffalligen Tatsachen leiten uns iiber zur zweiten Frage: 
Machen sich bei wiederholten Injektionen artfremden EiweiBes bei 
demselben Tiere Erscheinungen von Uberempfindlichkeit oder Ge- 
wohnung geltend ? 

Die Tatsache, daB im Verlauf der beschriebenen Versuchsreihen 
die Ausschlage einmal nach der negativen und einmal nach der positiven 
Seite hingehen, kénnte vielleicht so gedeutet werden, daB es die Wieder- 
holung der parenteralen Eiwei8zufuhr bei demselbert Tiere ist, die es 
zu so verschiedenen Reaktionen veranlaBt, also einen Zustand der Allergie 
bei ihm herbeifiihrt mit positiven und negativen Schwankungen. 

Es kénnte folglich daran gedacht werden, daB nicht die verschiedene 
Dosierung diese Schwankungsunterschiede hervorruft, sondern daB 
unabhingig davon in der ersten Periode, solange sich die Kurve des 
Grundumsatzes nach der negativen Seite hin und zuriick auf die Norm 
und nach der positiven Seite bis zur maximalen Erhéhung bewegt, 
dies als Ausdruck einer gewissen Uberempfindlichkeit anzusehen sei. 
Umgekehrt wiirde das Verschwinden der negativen Phase nach mehreren 
Injektionen, ferner das Absinken der positiven Ausschlige gegen die 
Norm zu (auch bei gréBeren Dosen) einer Gewéhnung des Tieres an 
artfremdes Eiwei8 entsprechen. 

Ich méchte mit einiger Reserve die MutmaBung auBern, dab die 
wiederholte parenterale Eiwei8zufuhr in Form artfremden Blutserums 
beim Kaninchen innerhalb bestimmter Grenzen unabhiangig von der 
Dosierung sich in zwei gegensdtzlichen Wirkungen duBert, namlich 
in einer anfanglich sich steigernden Uberempfindlichkeit und in einer 
darauf folgenden Gewéhnung an die parenterale Einverleibung von 
artfremdem EiweiB. 

Es bleibt jetzt noch die Frage, ob die mitgeteilten Erscheinungen 
ihren Grund haben in der parenteralen Einverleibung des EiweiBes 
als solches, oder ob das ausschlagende Moment darin bestehe, daB es 
sich hierbei um artfremdes EiweiB handelt. 

Um dies zu entscheiden, untersuchte ich den Grundumsatz eines 
weiteren Versuchstieres, das bis dahin noch keine Seruminjektion er- 
halten hatte, mithin fiir parenterale Eiwei8zufuhr weder Uberempfind- 
lichkeit noch Gewéhnung zeigen konnte, und zwar nach intravendser 
Injektion von arteigenem EiweiB, indem ich ihm 2cem Kaninchen- 
serum intravenés verabfolgte. 








176 E. Amstad: 


Ich wahlte hierbei absichtlich die Dosis von 2cem, weil laut 
friiheren Versuchen gerade bei — aber vielleicht nicht wegen — dieser 
Dosis die gréBten Ausschlage erzielt wurden, in der Erwartung, daB 
sich ein eventueller Unterschied in der Wirkung des artfremden und 
arteigenen EiweiBes am schirfsten dokumentieren wiirde (s. Tabelle V). 


Tabelle V. 


Eigenserumversuch. (Kaninchen 3.) 





|| COpProduktion || O,Verbruch || Respis | 
Ventilation || wf ey st scare Reogi i 
: ; | rationss || Bemerkungen 
Liter | ccomfkg- Liter | ccm/kg- : 
Liter pro Std. | pro Std. Min. pro Std. | Min. quotient | 


Datum 





| { 


1922 { 
27. IV. | 483reduz.410) 1,423 9,88 1,87 | 130 0,76 jv 
491, 417/ 1,401 | 9,73 | 1,868 | 13,0 | 0,75 {ij omevemne 


30. IV. 517 439 1448 93 207 132 0,70 | 


520 > 441 1571 | 109 22 1535 071 2 cm 
: | Kaninchenserum 
12. V. |502 , 425) 1,49 10.4 | 2,07 14,25 6,73 intravenés 
510 430 1467 10,19 | 2695 1456 6,70 





n 


Die Wirkung des arteigenen Serums ist also nach diesen Versuchen 
eine ganz geringe Erhéhung des Umsatzes, und zwar betriagt sie gegen- 
tiber dem Normalumsatz des gleichen Kaninchens rund 4 Proz. im 
Durchschnitt. 

Es drangt sich uns hierbei unwillkirlich der Vergleich auf mit 
der Wirkung der intravendés injizierten Ringerlésung, die den Stoff- 
umsatz um etwa 5 Proz. in die Hohe trieb. Damit ist auch die Frage 
beantwortet, die ich stellte, nimlich da8 nur die parenterale Zufuhr 
von artfremdem Eiweif die angefiihrten differenten Wirkungen im 
Gefolge hat. 

SchlieBlich wire noch die Frage zu behandeln, wo die Steigerung 
des Grundumsatzes nach parenteraler Zufuhr von artfremdem Eiweif8 
zustande komme. Unmittelbar geht aus meinen Versuchen nicht 
hervor, wohin man den Angriffspunkt zu lokalisieren habe. Man ist 
daher auf Erwagungen allgemeiner Natur angewiesen. Von diesen 
scheint mir eine wert, in Diskussion gestellt zu werden. Es liegen 
Anhaltspunkte dafiir vor, daB parenteral eingefiihrtes EiweiB eine 
besondere Wirkung auf die Leber ausiibe. Ausgehend von seinen 
Lymphstudien, bezeichnet Asher parenteral eingefihrtes EiweiB als 
Lebergift. SchlieBt man sich dieser Auffassung an, so kénnte man 
die von mir gefundene Erhéhung des Grundumsatzes auf diese Wirkung 
des parenteral eingefiihrten artfremden EiweiBes als Lebergift zuriick- 
fiihren. Wie ich schon in der Einleitung ausgefiihrt habe, ist der hier 
angedeutete Zusammenhang kein zwingender, aber jedenfalls unter- 
stiitzen sich die Tatsachen gegenseitig. 
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Zusammenfassung. 


Wir rekapitulieren kurz die Ergebnisse unserer Arbeit und fassen 
sie in folgenden SchluBsitzen zusammen: 

1. Kaninchen, die mit Milch und Brot ernaihrt werden, eignen 
sich sehr gut zur Untersuchung des respiratorischen Grundumsatzes 
in einer Jaquetschen Kammer. 

2. Normale Tiere haben einen durchschnittlichen Umsatz von 
CO, = 9,5585 cmm pro Kilogramm und pro Minute, O, = 12,94 cmm 
pro Kilogramm und pro Minute bei einem mittleren respiratorischen 
Quotienten von 0,7374. 

3. Der Grundumsatz nach intravenéser Injektion von Ringer- 
lésung bleibt praktisch unverandert. 

4. Nach intravendser Injektion von artfremdem Eiwei8 sinkt der 
Grundumsatz anfinglich um durchschnittlich 30 Proz., um spiter um 
den gleichen Grad iiber die Norm zu steigen. Totale Schwankungs- 
differenz 60 Proz. 

5. Das arteigene EiweiB laBt wie die Ringerlésung den Grundumsatz 
praktisch unbeeinfluBt. 

6. Aus diesen Tatsachen geht hervor, daB das artfremde Eiweib 
selbst in kleinen Mengen kraftigen EinfluB auf den Stoffwechsel ausiibt. 

7. Es machen sich hierbei Erscheinungen geltend, die einerseits 
als Uberempfindlichkeit, andererseits als Gewohnung angesehen werden 
k6nnen. 

8. Es kann daran gedacht werden, die Steigerung des Grund- 
umsatzes durch parenteral eingefiihrtes artfremdes EiweiB auf die 
Eigenschaft des letzteren, im Sinne Ashers als ,,Lebergift‘‘ zu wirken, 
in die Leber zu lokalisieren. 
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Uber die Spaltung 
von Hexose-di-phosphorsiure durch verschiedene Organe. 


Von 


Y. Takahashi. 


(Aus dem KaiserWilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 


in Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 30. November 1923.) 


In den mannigfachen Arbeiten iiber die Wirkung der Phosphatasen, 
die in den letzten Jahren im hiesigen Institut ausgefiihrt worden sind, 
hat sich ergeben, da sowohl die natiirlichen Zucker-phosphorsaure- 
ester als auch kiinstlich bereitete Vertreter dieser Koérperklasse enzy- 
matisch gespalten werden. Entsprechende Fermente finden sich weit 
verbreitet im Tier- und Pflanzenreiche, wie aus den Arbeiten von 
Neuberg mit Karczag und Djenab, Akamatsu, Tomita, Noguchi sowie 
aus den Mitteilungen von Nemec hervorgeht; auBer auf diese Fest- 
stellungen'!) verweise ich noch auf die Beobachtungen von Forrai?), 
der Phosphatasen des menschlichen Organismus gepriift hat. 

Wegen der médglichen Beziehungen zwischen dem Hexose-di- 
phosphat, das durch Hefe gebildet wird, zu der Kohlenhydrat-phosphor- 
siureverbindung, die in der Muskulatur auftritt, bot eine Untersuchung 
iiber das Verhalten von tierischen Phosphatasen zur Hexose-di-phosphor- 
siure einiges Interesse. Allerdings neigt diese Substanz in freier 
Form oder in Gestalt ihrer léslichen Salze zu nicht unbetrachtlichem 
Selbstzerfall, und es ist an sich bequemer, mit der bestandigeren Hexose- 
mono-phosphorsdure zu arbeiten, die man nach Neuberg leicht durch 
partielle Hydrolyse aus dem Di-phosphat gewinnen kann. M. Tomita 
hat gezeigt, daB die Organe des Warm- und Kaltbliiters ein Ferment 


1) Diese Zeitschr. 36, 82, 88, 93, 119, 131, 142, 148 (1911— 1923). 
*) Ebendaselbst 142, 282, 1923. 
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enthalten, das die durch Abbau von Hexose-di-phosphat bereitete 
Hexose-mono-phosphorsaure Neubergs spaltet, und er hat darauf 
hingewiesen, da8 bei der ungleichen Haftfestigkeit von zwei Phosphor- 
sdureresten am Zuckermolekiil vielleicht auch die enzymatische Hydro- 
lyse des Di-phosphorséureesters iiber die Stufe der Mono-phosphor- 
siure fihrt. Tomita hat weiter angegeben, daB Unterschiede beispiels- 
weise zwischen der Verseifung von Hexose-mono-phosphorsaéure und 
Rohrzucker-mono-phosphorsaéure durch tierische Organe bestehen, so 
daB man fiir diesen Zerfall zwar abnliche, aber doch ungleiche Phospha- 
tasen verantwortlich zu machen hat. 

Im AnschluB an die Arbeiten von M. Tomita!) habe ich nun die 
Muttersubstanz des von diesem Autor verwendeten Hexose-mono- 
phosphats, die Hexose-di-phosphorsiure, in den Kreis der Unter- 
suchungen gezogen. Gepriift habe ich das Verhalten des hexose-di- 
phosphorsauren Natriums gegen Milz, Muskel und Niere des Meer- 
schweinchens und habe gefunden, da am kraftigsten die Niere ein- 
wirkte, sodann die Milz, wihrend das schwachste Hydrolysierungs- 
vermodgen dem Muskel zukam. Dieser Befund steht vollkommen im 
Einklange mit den Beobachtungen von Tomita (l.c.) hinsichtlich der 
Spaltungskraft, welche die Organe gegeniiber den Salzen der Hexose- 
mono-phosphorsaure sowie auch der Rohrzucker-mono-phosphorsaure 
aufweisen. 

Es scheint mir vor der Hand miBig, Schliisse aus dieser Verteilung 
der zerlegenden Fahigkeiten bei den einzelnen Organen zu ziehen, 
und ich beschrinke mich auf die Wiedergabe einiger Versuche. 


Wegen der nicht unerheblichen Neigung des hexose-di-phosphor- 


sauren Natriums zur freiwilligen Zersetzung waren in allen Fallen 
drei Ansitze nétig: 1. wurde ein Gemisch von Organ und Substrat 
bei Gegenwart von Toluol als Antiseptikum angestellt; 2. wurde die 
gleiche Organmenge fiir sich digeriert, und 3. wurde die wasserige Lésung 
des hexose-di-phosphorsauren Natriums gleichzeitig mit den Proben 1 
und 2 im Brutschrank belassen. 


Portion 3 gab Auskunft iiber die durch spontane Loslésung frei 
gewordene Menge anorganischen Phosphats. Ansatz 2 gestattete die 
Ermittlung der bei der Autolyse von Organmaterial fiir sich auf- 
tretenden Phosphorsiuremengen. Unter Beriicksichtigung der in den 
Ansatzen 2 und 3 gefundenen Quantitaten freien Phosphats konnte ich 


1) Tomita, diese Zeitschr. 131, 161 und 170, 1922. 
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die im Organversuch aus dem Substrat freigemachte Menge Phosphor- 
siure des Ansatzes 1 richtig berechnen. 

Die Bestimmung der Phosphorséure erfolgte in tblicher Weise 
als Magnesium-pyro-phosphat. Aus dem schon von Tomita angegebenen 
Grunde verzichtete ich auf die Anwendung von Puffersystemen und 
arbeitete lediglich bei der Reaktion, die in den autolysierten Organen 
sich einstellt. Das Substrat, das hexose-di-phosphorsaure Natrium, 
bereitete ich aus dem reinen Bariumsalz durch genaue Umsetzung 
mit kalter verdiinnter Schwefelsaiure und vorsichtige Neutralisation 
der so gewonnenen freien Séure mit eiskalter Natronlauge (Indikator 
Lackmus). 

Versuch 1: 100,0ccm der hier und im folgenden beinahe 1proz. 


Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Natrium, 5,0 g Muskelbrei, 1,5 cem 
Toluol. : 
Versuch 2: 100,0 ccm Wasser, 5,0 g Muskelbrei, 1,5 cem Toluol. 
Versuch 3: 100,0 ccm lproz. Lésung von Natrium-hexose-di-phosphat, 
5,0 g Nierenbrei, 1,5 ccm Toluol. 
Versuch 4: 50,0 ccm Wasser, 2,5 g Nierenbrei, 0,75 cem Toluol. 
Versuch 5: 20,0cem Natrium-hexose-di-phosphat, 1,0g  Milzbrei, 
0,3 cem Toluol. 


Versuch 6: 10,0 cem Wasser, 0,5 g Milzbrei, 0,25 ccm Tolwol. 

Versuch 7: 100,0ccm hexose-di-phosphorsaures Natrium, 5,0 cem 
Wasser, 1,5 cem Toluol. 

Die verwendeten Organe entstammten verschiedenen frisch ge- 
téteten Tieren. Das gleichartige Material wurde unmittelbar vor Beginn 
des Versuches gemischt und fein zerkleinert. Wie sich die Ergebnisse 
gestalten, lehrt folgende tabellarische Ubersicht, welche den Verlauf 
der enzymatischen Spaltung nach 2 und 4 Tagen verzeichnet. Da 
100,0cem der verwendeten Lésung von hexose-di-phormhorsaurem 
Natrium nach meinen Analysen 0,3872 g Gesamtphosphorsaure (— PQ,) 
enthalten hatten, so belief sich die Spaltung bei der Niere auf 61,28 Proz., 
bei der Milz auf 50,05 Proz. und bei der Muskulatur auf 32,80 Proz. 





< Kontrolle I Kontrolle II 
Hauptversuch (Extrakt) (NasSalzlosung) 


PO, nach 2 Tagen 


SRS ea i alee es toe 0,2840 0,0426 
ee ae 0,2644 0,0535 0.0463 
POO Sa eg) ig yas 0,1868 0,0533 

PO, nach 4 Tagen 
MD Sees oe as 0,3459 0,0541 | 
I ee: dee 0,3036 0,0553 0,0545 


eee GG a 0,2363 0,0548 
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Zu bemerken ist, daB v. Huler*) als erster die Zerlegbarkeit von Hexose- 
di-phosphat durch tierische Zellen konstatiert hat. Er fand fiir Glycerin- 
extrakte der Darmschleimhaut vom Schwein und Kaninchen ein zwar 
schwaches, aber meBbares Spaltungsvermégen; etwas stirker, jedoch lang- 
sam, verlief die Hydrolyse durch den Auszug von Pferdeniere. Fiir den 
MuskelprefSsaft haben Embden, Griesbach und Schmitz*) und fiir den Uterus- 
preBsaft hat Hagemann*) die Fahigkeit angegeben, Hexose-di-phosphat 
zu hydrolysieren. 


Schon heute erwahne ich, daB sowohl die natiirliche Hexose-di- 
phosphorsiure als die Neuwbergsche Hexose-mono-phosphorsaure auch 
von Fermenten des Femurs gespalten werden; im Hinblick auf eine 
jiingst erschienene Arbeit von Robison‘), die zwar mit einem isomeren 
Phosphorsiureester ausgefiihrt ist, werde ich in Kiirze dariitber berichten. 


1) H.v. Euler, H. 79, 376, 1912. 

2) G. Embden, W. Griesbach und E. Schmitz, H. 98, 38, 1914/15. 
3) H. Hagemann, H. 98, 54, 1914/15. 

*) R. Robison, Chem. Centralbl. 1928, III, 870. 
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Uber Gelatine-schwefelsiure und Casein-schwefelsiure. 
Von ( 


J. Hatano. 


(Aus dem KaiserWilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1923.) 


~~ tp oes  &e 


Verbindungen der Schwefelsaure mit den Kohlenhydraten kommen 
in der Natur vor und sind auch kiinstlich dargestellt worden. Sie haben 
eine besondere Bedeutung dadurch erlangt, daB sich verschiedene wich- 
tige Polysaccharide als hochmolekulare Ester der Schwefelsiuren ent- 
puppt haben; dies gilt z. B. auBer fiir den seit langem bekannten 
Kohlenhydratanteil der tierischen Mucoide fiir eine Gruppe von Pflanzen- 
schleimstoffen. 

Organische Schwefelsiureverbindungen der Proteine hat man bisher 
nicht als Naturprodukte angetroffen. Die friiher des éfteren in der . 
Literatur auftretende Behauptung, daB auBer dem mit alkalischer | 
Bleilésung leicht nachweisbaren Schwefel sich dieser zum Teil in héher 
oxydierter Form in einigen Proteinen vorfinden sollte, ist seit Mérners 
Entdeckung des Cystins unter den Eiwei8bausteinen nicht mehr auf- 
recht erhalten worden; denn selbst aus reinem Cystin bzw. Cystein 
wird nur ein Teil des Schwefels leicht in Form von Schwefelblei ab- 
gegeben. Hinzu kommt, da8 in manchen Fallen auch eine Beimengung 
von sogenannten Glykothionséuren, Verwandten der Chondroitin- 
schwefelsiure, vorgelegen haben diirfte. 

Immerhin erscheint es nicht ausgeschlossen, daB auch unter den 
echten Proteinen Schwefelsiure-derivate vorhanden sind, durch deren 
Auffindung wir ebenso iiberrascht werden kénnten, wie durch die 
Feststellung des Atherschwefelsiuren-charakters bestimmter Poly- 
saccharide. Weiter kommt hinzu, daB es lediglich zwei bestimmte 
anorganische Sauren sind, deren sich die lebenden Wesen zur Schaffung 
esterartiger Gebilde bedienen: die Phosphorsiure wnd die Schwefel- 
siure. Phosphorsiureester sind nicht nur in der Kohlenhydratgruppe, 
sondern auch in der Proteinreihe bekannt. i 
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Vor Jahren haben nun C. Newberg und H. Pollak") gezeigt, daB 
man kiinstlich in das Molekiil von EiweiSverbindungen Phosphorsiure- 
radikale einfiigen und auf diesem Wege zu caseinartigen Substanzen 
gelangen kann. Es handelt sich dabei um organische Abkémmlinge 
der Phosphorséure, die entweder an freie Hydroxylreste oder an die 
Aminogruppen der im EiweiB vorhandenen Aminosduren gekoppelt ist, 
d. h. es liegen Phosphorsaure-ester oder substituierte Phosphamin- 
séuren vor. 

Nach denselben Prinzipien gelingt es nun, auch Schwefelséure in 
das Molekiil von Eiwei8kérpern einzufiihren. 

Zunichst untersuchte ich das Verhalten von Gelatine und Casein 
nach dieser Richtung und bediente mich dabei auf Rat von Prof. Newberg 
desselben Vorgehens, das in seinem Laboratorium mit Erfolg zur 
Synthese verschiedener Kohlenhydrat-schwefelsiureester gedient hat, 
namlich der Einwirkung von Chlorsulfonsiure in Chloroformlésung auf 
die Suspension der genannten Proteine in wasserfreiem Pyridin. 

Es gliickte auf diese Weise, organische Derivate der Schwefel- 
siure zu erhalten, in denen die genannte Mineralséure mit dem EiweiB 
fest verkniipft ist. Erst bei langerem Kochen mit starken Sauren wird 
die Schwefelsiureverbindung gespalten. Es bleibe vorliufig dahin- 
gestellt, ob es sich um Schwefelsiureester oder um substituierte Sulf- 
aminsauren handelt. 

Die durch den angebrachten Schwefelsaurerest gekennzeichneten 
EiweiBk6rper sollen zu fermentativen Studien dienen; auch soll ver- 
sucht werden, das erwaihnte Verfahren auf hohere und niedere Spaltungs- 
produkte der genuinen Proteine anzuwenden. 

A. Gelatine-schwefelsiure. 

3g feinst gepulverter Speisegelatine*) wurden nach vorheriger sorg- 
faltiger Trocknung zur Gewichtskonstanz in einem Gemenge von 20 ccm 
Chloroform und 10 ccm Pyridin aufgeschliammt. Unter Kithlung mit 
Wasser wurde langsam eine Mischung von 10 ccm wasserfreiem Chloro- 
form und 2 ccm frisch destillierter Chlorsulfonsiure tropfenweise hinzu- 
gegeben. Die Chlorsulfonsiure floB durch einen Tropftrichter zu der 
Gelatinesuspension, die in einem gegen Luftfeuchtigkeit geschiitzten 
GefiBe mittels eines unter Quecksilberverschlu8 laufenden Riihrers 
turbiniert wurde. Nach sechsstiindiger Dauer wurde mit der gleichen 
Menge absoluten Alkohols verdiinnt und die flockige Substanz auf dem 
Filter mit Spiritus gewaschen. Wegen der Klebrigkeit und elastischen 


1) C. Neuberg und H. Pollak, Ber. 48, 2060, 1910; diese Zeitschr. 26, 
529, 1910. 

2) Wir verdanken das Material dem Entgegenkommen der Aktienges. 
fiir chemische Produkte vorm. H. Scheidemandel, Berlin. 














184 J. Hatano: 


Beschaffenheit der Gelatineverbindung gelingt es jedoch nicht, mittels 
Weingeist simtliche anhaftende anorganische Schwefelsdure zu entfernen. 
Daher wurde die sulfurylierte Gelatine in méglichst wenig warmem 
Wasser (etwa 15ccm) gelést, dann wurde mit 500ccm Aceton gefallt, das 
tropfenweise zugegeben wurde. Der Niederschlag lie8 sich nunmehr 
auf einer Nutsche leicht absaugen und mit Aceton auswaschen. Diese 
Behandlung wurde noch einmal wiederholt. 

Der so gewonnene Kérper war frei von Sulfat- und Chlor-ionen. 

Durch Trocknung bei 100° nahm die Substanz eine dehnbar-gummi- 
artige Beschaffenheit an, lieB sich aber nach dem Erkalten in einer 
Reibschale pulvern. 

Das im Hochvakuum zur Gewichtskonstanz gebrachte Material 
wies nach Soda-Salpeter-Schmelze (im Durchschnitt mehrerer Ana- 
lysen) einen Gehalt von 1,77 Proz. Schwefel auf, wahrend die ver- 
wendete Gelatine 0,35 Proz. Schwefel enthalten hatte. 


Analysen. 
«) Gelatine-schwefelsaure: 
0,6373 g Substanz: 0,0813 g BaSO, = 1,765 Proz. 8; 
0,4734 g Substanz: 0,0610g BaSO, = 1,770 Proz. 8. 
8) Gelatine: 
0,5044 g Substanz: 0,0134g¢ BaSO, = 0,364 Proz. S; 
0,5110 g Substanz: 0,0131 g BaSO, = 0,352 Proz. 8. 

Die Schwefelsiure ist in diesem Gelatinederivat fest verankert. 
Beim Kochen mit verdiinnter Salzsiure werden keine Sulfat-ionen 
abgespalten. Erst bei langerem Erhitzen mit konzentrierter Salzsiure 
in Gegenwart von Bariumchlorid scheidet sich Bariumsulfat ab. Be- 
schleunigt wird die Zersetzung bei Zugabe von Salpetersiure und 
von Wasserstoffsuperoxyd nebst einer Spur Eisenchlorid nach Mandel 
und Neuberg!). Die Anwendung der Oxydationsmittel zum Nachweise 
der esterartig gebundenen Schwefelsiure ist statthaft, weil die gleiche 
Quantitét nicht sulfurylierter Gelatine unter den angegebenen Be- 
dingungen kein Bariumsulfat bildete, das aus Cystinschwefel hatte ent- 
stehen kénnen. Bei langerer Aufbewahrung der Substanz wird Schwefel- 
siure abgegeben. 


B. Casein-schwefelsaure. 


1. Zu einer Suspension von 3g wasserfreiem reinsten Casein (nach 
Hammarsten) in 40 ccm absolutem Pyridin wurde in der fiir Gelatine 
beschriebenen Art ein Gemisch von 40 ccm frisch rektifiziertem Chloro- 
form mit 2ccm Chlorsulfonsiure Tropfen fiir Tropfen hinzugefiigt. 


1) J. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 196, 1915. 
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Die schlieBlich resultierende feste Substanz wurde abgesaugt; wegen 
ihrer geringen Léslichkeit in Wasser konnte einfach mit H,O gewaschen 
werden, bis in der ablaufenden Flissigkeit keine Sulfat- und Chlor- 
ionen mehr nachweisbar sind. 

Die zur Gewichtskonstanz getrocknete Verbindung zeigte einen 
Schwefelgehalt von 0,84 Proz. 

0,4836 g Substanz: 0,0296 g BaSO, = 0,84 Proz. 8. 

Kontrolle mit Casein: 

0,4575 g Substanz: 0,0207 g BaSO, = 0,62 Proz. 8. 

2. In einem anderen Falle wurde bei gleicher Behandlung ein 

sulfuryliertes Casein erhalten, das 1,37 Proz. § enthielt. 
0,4835 g Substanz: 0,0488 g BaSO, = 1,38 Proz. S. 

Uber die Eigenschaften der Substanz ist folgendes zu bemerken. 
Sie lést sich in Laugen wie Ammoniak; beim Aufbewahren wird 
Schwefelsiure abgespalten. 

Die Gegenwart von Schwefelséure in organischer Bindung laBt 
sich fiir das sulfurylierte Casein auf genau die gleiche Weise dartun, 
wie es vorher fiir die entsprechende Verbindung der Gelatine beschrieben 
worden ist. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 








Uber Taka-Lactase. 
Von 
€. Neuberg und 0. Rosenthal. 


(Aus dem KaiserWilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


In Fortsetzung der im hiesigen Institut gemachten Beobachtungen 
betreffs des Reichtums der Takadiastase an den allerverschiedensten 
Fermenien (s. die friheren Vecéffentlichungen von C. Neuberg und 
K. Kurono, K. Linhardt, 8. Akamatsu, J. Noguchi, Y. Takahashi sowie 
von C. Neuberg und O. Rosenthal) registrieren wir die Anwesenheit 
eines Labenzyms, einer Hippursiure spaltenden Amidase sowie einer 
Lactase und berichten zunachst iiber die letztere. 

Nach den Angaben, die im nachstehenden angefiihrt werden, ist 
die ,,Takalactase’‘ befahigt, den Milchzucker praktisch vollkommen zu 
hydrolysieren. Kine 5proz. Milchzuckerlésung kann in ungefahr 
200 Stunden angenahert quantitativ zerlegt werden. An der Steigerung 
des optischen Drehungsvermégens sowie an der Zunahme der Reduk- 
tionskraft kann man den Fortgang des enzymatischen Abbaues ver- 
folgen. 

Am Ende desselben zeigt auch die Osazonprobe an, daB in heiBem 
Wasser leicht lésliches Lactose-phenyl-osazon nur noch in Spuren 
vorhanden ist und fast ausschlieBlich ein Gemisch von d-Glucosazon 
mit d-Galaktosazon vorliegt. 

Befreit man die mit dem Ferment digerierte Substratflissigkeit 
durch Eindampfen bei niederer Temperatur von dem als Desinfiziens 
zugegebenen Toluol, so tritt sowohl mit obergiriger als mit untergariger 
Hefe schon in wenigen Minuten kraftige Gaérung ein. Die von uns ver- 
wendeten gewéhnlichen Heferassen vermochten den Milchzucker nicht 
anzugreifen, so daB die sich einstellende Vergarungsfihigkeit gleichfalls 
einen Beweis fiir den Abbau zu den Monosacchariden bietet. 

Das Gesamtpraparat der Takadiastase, die aus dem Pilz Asper- 
gillus oryzae dargestellt wird, verhialt sich somit gegeniiber Lactose — 
genau wie wir es jiingst beziiglich der Cellobiose') beobachtet haben — 


1) C. Neuberg und O. Rosenthal, diese Zeitschr. 148, 399, 1923. 
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anders als der aus dem betreffenden Mikroorganismus gewonnene 
PreBsaft ; denn in diesem war weder Cellase noch Lactase auffindbar*). 
Verwiesen sei noch auf die Angabe von H. Po'tevin®), daB auch die 
Glykosidase des nicht an Lactose akklimatisierten Aspergillus niger den 
Milchzucker nicht spaltet. 

Als ein Beispiel diene folgende Versuchsbeschreibung : 

5,0g Milchzucker wurden in 100ccm Wasser unter Zugabe von 
leem Toluol gelést; nach 24 Stunden wurde Takadiastase (5,0 g) 
hinzugefiigt und 15 Minuten kriftig geschiittelt. Von diesem Gemische 
wurde jeweils 1,0 com entnommen und auf 25,0 ccm mit Wasser aufgefiillt. 
Das Reduktionsvermégen wurde nach der Methode von Pavy-Kuma- 
gawa-Suto ermittelt, bei der die Gegenwart kleiner Mengen stickstoff- 
haltiger Substanz, dem Enzymmaterial entstammend, nicht stérend 
wirkt. 

Die fiir die Titration giinstige Zuckerkonzentration von 0,2 Proz. 
war durch die vorgenommene 25fache Verdiinnung erreicht. Die er- 
zielten Ausschlige sind in nachstehender tabellarischer Ubersicht 
verzeichnet. 





Zur Reduktion von 40.ccm || Die Daten entsprecben einem Gehalt 
| der ammoniakal, Kupfer: | der Urlésung an 
mischung wurden von der 


25 fach verdiinnten hydrolysierter 


| Zuckerlésung verbraucht Lactose Lactose 
com Proz. Proz. 
Vor Fermentzusatz .. 88 5,057 — 
Nach 15 Minuten ... 8,0 ~ os 
,. 248tunden ... | 6,9 — “te 
< e 7. Ze ecae 6,1 _— —_— 
» 154 ss a 5,6 — —_ 
» 216 ‘ fi are 5,4 _— 5,045 


Der Ansatz war die ganze Zeit im Thermostaten bei 37° auf- 
bewahrt. Aus.den von Y. Shimidzu*) mitgeteilten Daten kann man 
berechnen, daB zum SchluB 96,5 Proz. des Milchzuckers enzymatisch 
zerlegt worden waren. 

Der erwihnte Ausfall der Reaktion mit Phenylhydrazin sowie die 
Anstellung von Garungsproben bestatigten dieses Ergebnis. 

Die Existenz und Wirksamkeit der in der Takadiastase vorhandenen 
Lactase kann man auch auf folgende Art demonstrieren. 

Gewéhnliche Hefe vergirt bekanntlich die Lactose nicht; wie 
wir fanden, erfolgt aber Vergdrung, wenn man gewohnliche Hufe in An- 
wesenheit von Takalactase auf Milchzucker einwirken lapt. 


1) H. Pringsheim und G. Zemplén, H. 62, 382, 1909. 
2) H. Pottevin, Ann. de |’Inst. Pasteur. 17, 31, 1903. 
3) Y. Shimidzu, diese Zeitschr. 18, 243, 1908. 
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a) Setzt man zu 20ccm 5proz. Milchzuckerlésung 1 g untergiirige 
Hefe sowie 0,5 g Takalactase, so ist bei 30° nach einer halben Stunde 
die Garung bereits im Gange und schreitet dann schnell fort, wahrend 
eine Kontrollprobe mit Milchzuckerlésung und Hefe ohne Ferment 
selbst innerhalb 24 Stunden keine Kohlenséure entwickelte. 

b) In ein Eudiometer brachten wir 6,7 ccm einer Flissigkeit, von 
der 8,0 ccm 0,24 Milchzuckerhydrat, 0,8 g Oberhefe und 0,08 g Taka- 
lactase enthielten. Nach 24 Stunden waren bei 30° 22,6 ccm CO, und 
nach 72 Stunden 26,0 ccm CO, frei geworden. In einem Kontrollansatz 
ohne Fermentzufuhr trat in 24 Stunden iiberhaupt kein Gas und nach 
3 Tagen nur eine bedeutungslose Spur auf. Aus der Quantitit des 
Kohlendioxyds berechnet sich die Vergarung von 0,102 g Monosaccharid. 

Es war ziemlich genau die Hialfte der denkbaren Hexosemenge 
(von 0,201 g) vergoren. Die einfache Hefe wurde durch Zusatz der 
Takalactase also zur Vergairung des Milchzuckers befahigt. Beachtens- 
wert erscheint dabei, daB die Zufiigung des an Kinzelfermenten iiber- 
aus reichen Enzymmaterials die zymatische Wirkung der Hefe nicht 
zerstérte. 

c) Suspendierte man 0,8 g Lactosazon in einem Gemisch von 95 ccm 
Wasser und 5ccm absolutem Alkohol und fiigte unter Beigabe von 
1 ccm Toluol 0,8 g Takalactase hinzu, so erfolgte allmahliche Hydrolyse 
zu Galaktose und Glucosazon. Sie blieb auch bei fiinftagiger Auf- 
bewahrung des Gemenges im Brutschrank (37°) unvollstandig!). Immer- 
hin konnte man aber aus der filtrierten und mit Knochenkohle vidllig 
entfirbten Flissigkeit eine Zuckerlésung gewinnen, in der sich die 
Gegenwart von d-Galaktose durch kraftiges Reduktionsvermégen sowie 
durch die Fahigkeit zur Osazonbildung kundgab. 

Selbstverstandlich mu8 man ein Taka-Lactasepriaparat verwenden, 
aus dem in die wisserige Flissigkeit keine reduzierende Substanz 
tibertritt. 


1) Vel. hierzu die alteren Beobachtungen von C. Neuberg und S. Saneyoshi 
(diese Zeitschr. 86, 44, 1911) iiber die Spaltung des Lactosazons durch 
Emulsin und Kefirlactase. 





Berichtigung. 
In Band 144 dieser Zeitschrift, S. 564, Zeile 4 lies Kaliumdichromat 
statt Kaliumehromat. 


























Untersuchungen zur Permeabilitaét der Zellen. 
Nr. 11. 


Untersuchungen iiber den Einflu$ des gesteigerten Blutdruckes 
auf den Fliissigkeitsaustausch zwischen Blut und Gewebe. 


Von 
Iwata Tani. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 20. Dezember 1923.) 


Die Frage, inwiefern der Blutdruck als Filtrationskraft im tierischen 
Organismus von Einflu8 ist oder wie man es auch ausdriicken kann, 
ob iiberhaupt fiir den Stoffaustausch zwischen Kapillaren und Ge- 
weben die Filtration eine Rolle spielt, will nicht zur Ruhe kommen. 


Namentlich bei zwei Problemen steht die Filtration immer wieder 
zur Diskussion. Das eine dieser Probleme ist die Abhangigkeit der Harn- 
absonderung vom Blutdruck. Die Absonderung des Harns als ein Fil- 
trationsvorgang steht seit der Zeit in Diskussion, wo Karl Ludwig seine 
klassische Filtrationstheorie aufstellte. Er selbst hat in spiteren Jahren 
auBerordentlich viel dazu beigetragen, Tatsachen gegen die ausschlieBliche 
Filtrationstheorie ins Feld zu fiihren. Von den Anhangern der Sekretions- 
lehre wurde eine Fiille von Arbeit geleistet, um die Unzulanglichkeit der 
Filtrationstheorie klarzulegen. Andererseits sind der Filtrationstheorie 
immer wieder auf Grund sehr beachtenswerter Experimentaluntersuchungen 
Anhanger entstanden, so in letzter Zeit in Richards, der eine Reihe von 
scharfsinnigen Experimenten mit ausgezeichneter Technik angestellt hat. 
Das andere Problem ist dasjenige des eigentlichen Stoffaustausches zwischen 
Blutkapillaren und Geweben, welches vornehmlich bei der Lymphbildung 
in Betracht kommt, aber auch sonst noch iiberall dort, wo die Blutkapillaren 
an Riume grenzen, in welche Fliissigkeit und geléste Stoffe aus dem Blute 
hineintreten. Auch hier geschah die bahnbrechende Pionierarbeit von 
Karl Ludwig in seiner Filtrationstheorie, die wiederum in spiteren Jahren 
von ihm selbst verlassen wurde. Ludwigs Filtrationstheorie wurde abgelést 
durch die Heidenhainsche sogenannte Sekretionstheorie, nach welcher die 
Kapillarendothelien Sitz von aktiven Kriften sind, die ein abgestuftes 
Scheidevermégen fiir Wasser und geléste Stoffe besitzen sollten. Entgegen 
der Heidenhainschen Sekretionstheorie stellte sich Starling auf den Boden 
der Filtrationstheorie auf Grund zahlreicher Versuche, aus denen er den 
Kapillardruck als Triebkraft erschlo8. Demgegeniiber gelangte Asher zu der 
Anschauung, daB das Wesentliche bei der Lymphbildung in» Vorgiingen 
gelegen sei, die ihren Sitz in den spezifischen, auBerhalb der Blutkapillaren 
gelegenen Zellen hitten, mit anderen Worten, da die Arbeit der Zellen 
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das wesentlich auslésende Moment enthielte, waihrend die physikalisch- 
chemischen Krafte innerhalb der Blutbahn im Vergleich hierzu‘akzessorischer 
Natur waren. Es ist nach allem Gesagten ersichtlich, daB weder die Harn- 
bereitung noch die Lymphbildung ein unmittelbarer Weg sind, um die 
Frage zu entscheiden, ob durch Filtrationskrafte unter physiologischen 
Bedingungen eine Wanderung von Stoffen aus der Blutbahn in die Gewebe 
stattfinde. Es muB hier scharf ins Auge gefaBt werden, was eigentlich be- 
hauptet wird, wenn man Filtrationen als Triebkraft fiir den Stoffaustausch 
anspricht, und im engsten Zusammenhange hiermit steht, da8 man sich aber 
klar sein mu8B, welche Bedingungen bei der Beantwortung dieser Frage 
innegehalten werden miissen. Es ist dem soeben Gesagten nicht immer 
Rechnung getragen worden. 

Will man die Behauptung aufrecht erhalten, daB Filtration derjenige 
Vorgang ist, durch welchen der Stoffumtausch zwischen Blut und Kapillaren 
zustande kommt, so mu es eben ausschlieBlich der Druckunterschied 
zwischen dem Kapillarinhalt und der Umgebung sein, welcher maBgebend 
ist. Es diirfen keine anderen Faktoren hier beteiligt sein. Dementsprechend 
miissen auch die Versuchsbedingungen eingerichtet sein, indem in den 
betreffenden Versuchen die ausschlieBliche Variable der Kapillardruck ist, 
wahrend die Anderung irgend eines anderen Faktors ausgeschlossen sein muB. 


Am allerunmittelbarsten wiirde offenbar der Einblick sein, wenn es 
méglich wire, das in ein Gebiet einstrémende Blut und das aus demselben 
ausstrémende Blut auf seine Unterschiede der Zusammensetzung untersuchen 
zu kénnen und wahrend der Zeit, wo das Blut durch das Untersuchungs- 
gebiet strémt, dieses Gebiet unter genau kontrollierbaren Bedingungen 
zu halten. Es ist dies der Weg, den 1908 L. Asher in seinen Untersuchungen 
zur Permeahbilitat der Zellen und Gewebe einschlug. In diesen Unter- 
suchungen wurde unter anderem auch die mich hier beschaftigende Frage 
in den Kreis der Betrachtungen gezogen. Vor dieser Arbeit waren allerdings 
schon Untersuchungen verdffentlicht worden, in denen insofern teilweise 
in dem oben genannten Sinne die Frage des Stoffaustausches zwischen 
Blut und Geweben gepriift worden war, als der Unterschied in der Zusammen- 
setzung des Blutes nach verschiedenen Eingriffen analysiert worden war. 
Die einfachste Methode ist diejenige, bei welcher ausschlieBlich auf den 
Wasseraustritt oder -eintritt in der Blutbahn untersucht wird, d. h. wo 
Konzentrationsunterschiede des Blutes untersucht werden. Die Methode 
hierfiir ist schon in Ludwigs Institut vielfach verwandt worden; sie besteht 
einfach in der Untersuchung des Hamoglobingehaltes, weil unter der Voraus- 
setzung physiologischer Verhaltnisse Himoglobin nicht die Blutbahn verlaBt 
und in kurzen Versuchsdauern keine merklichen Schwankungen sonstiger 
Art des Himoglobingehaltes vorkommen kénnen. Zunahme des Himo- 
globingehaltes bedeutet dementsprechend Konzentrierung. Abnahme des 
Hamoglobingehaltes bedeutet Fliissigkeitseinwanderung aus der Umgebung 
in die Blutbahn, also Verdiinnung des Blutes. Dieser Methode hat sich auch 
Erb im Institut von H. Meyer in Wien bedient, um die Frage, ob Erhéhung 
des Blutdruckes Konzentrationszunahme, die Erniedrigung des Blutdruckes 
Konzentrationsabnahme bedinge, aufzuklaren. Er kam auf Grund seiner 
Untersuchungen zu dem SchluB, daB dies tatsichlich zutreffe. Die Unter- 
suchungen von Erb sind trotz ihrer Widerlegung durch Asher in die Literatur 
iibergegangen als Beweise fiir das Walten von Filtrationskraften beim 
Stoffaustausch zwischen Blut und Gewebe. Erneut sollen daher die Be- 
dingungen dieser Versuche kritisch betrachtet werden, namentlich deshalb, 
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weil noch einmal eine prinzipielle Erérterung tiber die innzuhaltenden Be- 
dingungen angestellt zu werden verdient. Erb injizierte Adrenalin und erzielte 
dadurch eine auBerordentlich starke Steigerung des arteriellen Druckes, der 
in seinen Versuchen gemessen wurde, und fand gleichzeitig mit Hilfe der 
Hamoglobinbestimmung im Anschlu8 hieran eine merkliche Eindickung 
des Blutes. Zweifach sind die methodischen Griinde, warum der Schlu8 
auf Filtration aus diesen Versuchen nicht zulaissig oder zum mindesten nicht 
bindend ist. Erstens ist bei der in der genannten Arbeit angewandten 
Methode kein Kriterium dafiir gegeben, da8 der Kapillardruck, auf welchen 
es doch schlieBlich ankommt, erhéht war. Gemessen wurde nur der arterielle 
Blutdruck. Wir wissen auf Grund der Betrachtungen von Ernst Heinrich 
Weber und auf Grund der bekannten Arbeit von Baylis und Starling, daB 
die Hoéhe des arteriellen Druckes fiir sich allein kein Ma8 fiir denjenigen 
des Kapillardruckes abgibt. Ja, nach allem, was wir vom Adrenalin wissen, 
kann sogar der Zustand eintreten, da die kleinsten Arteriolen so sehr 
verengt sind, daB infolge der ungeniigenden Durchstrémung der Kapillaren 
geradezu ein verminderter Kapillardruck sich ausbildet. 

Zweitens aber liegt ein noch viel wesentlicheres Moment in diesen 
Versuchen vor, welches aus methodischen Griinden Bedenken erweckt. Die 
Injektion von Adrenalin hat durchaus nicht die ausschlieBliche Wirkung, 
durch Vasokonstriktion den arteriellen Blutdruck zu erhéhen. Adrenalin 
hat noch viel tiefer gehende Wirkungen. Adrenalin ist ein Stoff, welcher die 
Permeabilitét der Zellen veraindert, und zwar in komplizierter Weise, 
doppelsinnig; es kann Zellen dichten, wie das der Fall beispielsweise in 
der Peritonealhéhle zu sein scheint; es kann aber auch Zellimpermeabilitaten 
oder Erschwerungen der Permeabilitét vermindern, wie das der Fall inner- 
halb der Leberzelle ist, wo nach den Untersuchungen von Lesser die Ab- 
grenzungen zwischen Glykogen und dem diastatischen Fermente gestort 
werden kénnen. Aber nicht allein hat Adrenalin einen Einflu8 auf die 
Permeabilitat der Zellen, es hat auch einen solchen auf den Stoffwechsel. 
Schon aus seiner Eigenschaft, ganz allgemein unter physiologischen Be- 
dingungen ein Reizmittel des Sympathicus zu sein, geht hervor, daB alle 
diejenigen Stoffwechselprozesse, die unter dem Einflu8 des sympathischen 
Nervensystems stehen, durch Adrenalin angeregt werden. Durch die 
Arbeiten von Asher und seinen Mitarbeitern ist der Einflu8 des autonomen 
Nervensystems auf die Stoffwechselprozesse hervorgehoben und mannigfach 
klargelegt worden. 


Die Kritik der eben besprochenen Versuche hat uns auf die Punkte 
gebracht, die ich vorhin als prinzipiell bezeichnet habe. Bei Versuchen, 
in denen man den EinfluB des Blutdruckes untersuchen will, muB man 
dafiir sorgen, daB durch diese Eingriffe weder die Permeabilitaét der 
Zellen sich andert, noch Stoffwechselprozesse ausgelést werden. Nur 
in dem Falle, wo man mit aller Strenge Permeabilitatsinderungen 
und Stoffwechselvorginge in den Zellen ausschlieBen kann, diirften 
die etwa beobachteten Veranderungen auf die begleitenden Anderungen 
im Kapillardruck bezogen werden. Diesen strengen Bedingungen ge- 
recht zu werden, ist durchaus nicht leicht, denn unmittelbar oder 
mittelbar haben die meisten unserer Eingriffe zur Folge, daB im Trieb- 
werk des Geschehens nicht bloB der rein mechanische Faktor durchwegs 
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geandert wird, sondern auch solche Faktoren, die mit Permeabilitat 
in Verbindung mit Stoffwechselvorgingen zu tun haben. Schon ganz 
im Anfang der Filtrationslehre hat dieser Sachverhalt eine gewisser- 
maBen verhangnisvolle Rolle gespielt. Kine der allerfriihesten Methoden, 
deren man sich bediente, um den Druck zu steigern, war die vendse 
Stauung. Tatsichlich wurde unter dem Einflu8 der venésen Stauung 
eine merkliche Steigerung der Lymphbildung beobachtet. Dieses 
Versuchsergebnis ist, historisch gesprochen, eine der wesentlichsten 
Grundlagen der alteren mechanischen Lymphtheorie geworden. Wir 
werden diese Grundlage jetzt nicht mehr anerkennen. Zwar kann 
durch die venése Stauung der Blutdruck gesteigert werden, aber mit 
dieser venésen Stauung ist mit Sicherheit eine Anderung der Permea- 
bilitat der Zellwinde gegeben, die auBerordentlich empfindlich gegen 
die Stoffwechselprodukte sind, die im venésen Blute vorhanden sind 
und deren schleunige Abfuhr ein physiologisches Bediirfnis ist. Legt 
man diesen strengeren MaBstab an die Versuchsbedingungen an, so 
sieht man, daB alle Versuchsanordnungen, in deren Verlauf es irgendwie 
zur venésen Stauung kommt, in keinem Falle beweiskraftig fiir Filtra- 
tionen sein kénnen, wenn daneben in den gleichen Versuchen auch 
tatsichlich Momente vorhanden sind, die bei der Filtration in das 
Spiel treten miissen. Wenn es z. B. richtig ist, daB bei manchen Tieren 
eine Muskulatur in der Vena hepatica vorhanden ist, welche auf gewisse 
pharmakologische und toxische Stoffe leicht anspricht, und es im 
Gefolge von Drucksteigerung in der Leber durch mehr oder weniger 
groBe Verengerung der Lebervene zu Erscheinungen kommt, die man 
im Sinne der Filtration zu deuten geneigt wire, so ist diese Deutung 
eine durchaus fragliche, da eben die Anderung der Permeabilitat infolge 
vendser Stauung von viel gréBerer Bedeutung ist. Und Permeabilitats- 
anderung der GefaiSe braucht durchaus nicht die einzige Anderung 
zu sein, die im Anschlu8 an venése Stauung eintritt. Bei dem Regu- 
lationsbestreben im Organismus ist es wohl méglich, daB auch Stoff- 
wechselprozesse in dem umgebenden Gewebe eintreten. 

Ich kehre jetzt zu der oben genannten Arbeit von L. Asher zuriick. 
Derselbe war bestrebt, den oben genannten prinzipiellen Bedingungen 
fiir die Erforschung der Filtrationsfrage Rechnung zu tragen, und er 
bildete demnach eine Methode aus, durch welche, soweit das iiberhaupt 
mdéglich ist, Drucksteigerung durch ausschlieBlich mechanische Mittel 
hervorgerufen werden sollte unter Vermeidung von Permeabilitats- 
verinderung und unter Vermeidung von Anderung in den Stoffwechsel- 
prozessen der Zellen. Er bediente sich der hohen Aortenkompression, 
jenes Ringriffes, der von Karl Ludwig eingefiihrt wurde, um die mecha- 
nische Seite zur Reizung' des Nervus splanchnicus zu analysieren. 
Dieses Verfahren brachte es mit sich, daB die Untersuchung des Blutes 
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unter dem Einflu8 der Drucksteigerung in einem kopfwarts liegenden 
Gebiete angestellt werden muBte. Hier gibt es nun ein Organ, welches 
fir Permeabilitétsuntersuchungen geradezu als vorbildlich bezeichnet 
werden darf, weil in ihm getrennt alle Variablen untersucht werden 
kénnen, welche bei der Erforschung der Permeabilitét der Zellen in 
Erwagung zu ziehen sind. 

Dieses Organ ist die Speicheldriise. Es laBt sich so vollstandig 
isolieren, daB man ausschlieBlich das vendse Blut, welches nur aus 
diesen Organen kommt, auffangen kann, und man kann die Auffange- 
methode so gestalten, daB keinerlei Stauung im Kreislaufe eintritt, 
sondern vielmehr nur in dem Momente, wo man das Blut aus der 
Speicheldriisenvene auffangen will, zentral die Vena jugularis ab- 
geklemmt wird und dafiir ein Seitenzweig eréffnet wird, aus dem das 
Blut zur Analyse gewonnen wird. Auf diese Weise ist man sicher, 
daB erstens das Blut nur aus dem Gebiete kommt, dessen Beein- 
flussung man kennt, und daB zweitens der Faktor der Stauung auBer 
Spiel bleibt. Durch die vorhin genannte hohe Aortenabklemmung wird 
der Druck im ganzen Kopfgebiet, also auch in der Speicheldriise, erhoht. 
DaB es sich nicht allein um Erhéhung des arteriellen Blutdruckes 
handelt, sondern da8 auch die Kapillaren an der geinderten Mechanik 
des Kreislaufs teilhaftig werden, ergibt sich aus der Beobachtung bei 
der Auffangung des venésen Blutes. Denn genau wie bei der Reizung 
der gefaiBerweiternden Nerven schieBt das Blut beschleunigt aus der 
Vene heraus; die Kreislaufverhaltnisse sind demnach in der gleichen 
Richtung geandert wie bei der Tatigkeit der Organe. An diesem Organe 
lassen sich aber, wie gesagt, auch alle anderen Faktoren untersuchen. 
Bei Reizung der Chorda tympani haben wir, weil wir die GefaBerweiterer 
reizen, die gleichen Veranderungen, die soeben beschrieben wurden, 
dazu aber noch die Tatigkeit des Organs. Geben wir Atropin in geeig- 
neter Dosis, so haben wir die beschriebenen mechanischen Verinde- 
rungen infolge der GefaiBerweiterung; die spezifische Tatigkeit der 
Speicheldriisenzellen ist aber unterdriickt. Asher zeigte nun in seiner 
Arbeit, daB bei reiner mechanischer Drucksteigerung nicht die leiseste 
Andeutung einer Konzentrationsinderung des Blutes nachweisbar war. 
Der Hiamoglobingehalt des einstrémenden Arterienblutes und der 
Hamoglobingehalt des ausstrémenden vendsen Blutes war der gleiche. 
Demnach konnte trotz des erheblich erhéhten und in den Versuchen 
gemessenen afteriellen Druckes kein Wasser die Blutbahn verlassen 
haben. Es kénnte an den Einwand gedacht werden, daB die zeitlichen 
Bedingungen des Versuches die Bluteindickung infolge von Abwanderung 
von Wasser aus den BlutgeféiBen zustande kommen zu lassen, un- 
giinstige gewesen waren. Dieser Einwand lie8 sich leicht ausschlieBen, 
denn es konnte gezeigt werden, daB die Reizung der Chorda tympani 
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wahrend einer ebenso kurzen Zeit wie diejenige war, die die erst be- 
schriebene Versuchsanordnung erforderte, zu einer sehr merklichen 
Eindickung des Blutes fiihrte. Hier war also in ganz analoger Weise 
wie in den alteren Lymphversuchen von Asher und Barbera gezeigt 
worden, da Tatigkeit des Organs Bluteindickung, also Wasser- 
abwanderung veranlaBt, indem Asher und Barbéra vermehrte Lymph- 
bildung nur unter dem EinfluB der Tatigkeit nachweisen konnten, 
in der neueren Arbeit Asher Bluteindickung gleichfalls nur infolge 
der Tatigkeit feststellte, wahrend die bloBe Blutdrucksteigerung hierzu 
nicht imstande war. Auch die Reizung der Chorda tympani nach 
AusschluB der Tatigkeit durch Atropinisierung brachte keine Kon- 
zentrationsanderung des Blutes zustande. 

Mit den eben geschilderten Versuchen war mit aller Strenge be- 
wiesen worden, da$ Filtration fiir sich allein als Mittel zur Wasser- 
und Stoffwanderung im Organismus keine Rolle spielt. Bei der Kom- 
pliziertheit der Vorginge im tierischen Organismus und angesichts 
des Umstandes, da8 der Organismus iiber vielfache Mittel verfiigt, 
um den Bedirfnissen gerecht zu werden, wird man vielleicht die Vor- 
sicht nicht fiir ibertrieben halten, den hier gelieferten Beweis zuniachst 
nur fiir die Speicheldriise gelten zu lassen. Es fragt sich, ob nicht die 
besonderen Bedingungen der Speicheldriise das soeben festgestellte 
Verhalten erkléren, aber nicht notwendigerweise Allgemeingiiltigkeit 
besitzen. Bei der Speicheldriise liegen die Dinge so, daB sie in bezug 
auf ihre sekretorische Tatigkeit immer in Ruhe verharrt, auBer wenn 
auf dem Wege der sekretorischen Nerven ihr Erregung zuflieBt. Wenn- 
gleich in den Versuchen von Demoor Andeutungen vorliegen, daB auf 
hormonalem Wege eine Speichelabsonderung ausgelést werden kann, 
so scheint doch dieser Weg unter physiologischen Bedingungen kaum 
in Betracht zu kommen. Da dergestalt die Speicheldriise nur wenn 
nervése Impulse sie treffen zur Tatigkeit geweckt ist, kénnte man 
sich vorstellen, daB sie vor dem Einflu8 irgend eines anderen Faktors, 
der eventuell einen Austausch zwischen Blut und Gewebe veranlassen 
kénne, geschiitzt sei. Demzufolge kénnten besondere Vorrichtungen 
vorhanden sein, die an diesem Orte absolut verhinderten, da Blut- 
druckschwankungen irgend einen Einflu8 auf die Zusammensetzung 
des Blutes hatten. Es waren Erwagungen dieser Art, die es mir ratsam 
erscheinen lieBen, auf Anregung von Prof. Asher mit den friiher von 
ihm benutzten Methoden den etwaigen EinfluB von Blutdruck- 
schwankungen auf Flissigkeitswanderung zwischen Blut und Gewebe 
an anderen Orten zu priifen. 

Ich wahlte zu meinen Versuchen zwei andere Gewebsgebiete, 
welche natiirlich beide im Kopfgebiete liegen miissen, und zwar deshalb, 
weil die nach wie vor einzig reine Methode der Drucksteigerung durch 
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hohe Aortenkompression bei meinen Versuchen in Frage kam. Die 
beiden gewahlten Gebiete waren einmal das Ohr des Kaninchens, 
das andere Mal die ganze Kopfregion einer Seite. Insoweit die Technik 
des Blutauffangens in den beiden Gebieten verschieden ist, will ich sie 
getrennt beschreiben. Da bei den Untersnchungen am Ohre so gut 
wie keine Kingriffe unternommen wurden, konnte das Tier ohne Narkose 
aufgebunden werden. Das zur Blutentnahme dienende Ohr wurde 
mit leichter Warme durch Bestrahlung mit einer Gliihlampe oder 
durch leichtes Massieren vorbehandelt, um in demseiben einen guten 
Kreislauf zu erzielen. Nach mannigfachen Vorversuchen ergab sich 
als einfachste Methode der Blutentnahme der Stich in eine Randohr- 
vene mit einer Nadel oder mit einer feinen, vorn sehr spitzen Lanzette. 
Bei richtiger Lagerung quillt ein ergiebig groBer Tropfen, der mit der 
Pipette des Sahlischen Hamoglobinbestimmungsapparates aufgefangen 
werden kann. Um aus der Vena jugularis Blut abzufangen, wurde in 
bekannter Weise die Vena jugularis freigelegt. Um Blut aus derselben 
zu entnehmen, wurde die Kaniile einer feinen, genau kalibrierten Spritze 
in die Vena eingestoBen, um mit Hilfe der Spritze eine zur Haimoglobin- 
bestimmung hinreichende Menge Blut aufzusaugen. Man lernt bald 
die Kaniile so einzustecken, daB sie ohne Stauung und ohne weitere 
Verletzung der Wand in dem Lumen der Vene liegt, und daB man sehr 
rasch die nétige Quantitaét Blut entziehen kann. Die von mir benutzte 
Spritze war eine solche, die speziell fiir sehr viskése Fliissigkeiten 
konstruiert wird. Um am gleichen Tiere mehrfache Versuche machen 
zu kénnen, wird Blut aus der Vena jugularis der beiden Seiten ent- 
nommen. Gelegentlich kommt es vor, daB bei Anwendung des hohen 
Druckes hinterher die Blutstillung nicht ganz leicht ist; aber man 
kommt in den meisten Fallen mit einer leichten Kompression mit 
Gaze oder Watte zum Ziele. Jede irgendwie anhaltende Stauung in 
der Vene mu8 peinlich vermieden werden. Bei der Blutentnahme 
in beiden Gebieten verlief der Versuch so, daB zuerst bei Normaldruck 
eine Blutentnahme stattfand. Dann habe ich die hohe Aorten- 
kompression ausgefiihrt, d. h. ich habe sie durch einen Gehilfen aus- 
fiihren lassen, wahrend ich mich ausschlieBlich um das korrekte Auf- 
fangen des Blutes bekiimmerte. Die Aortenkompression fand in der 
Weise statt, daB die rechte Hand unter die linke Seite des Tieres gelegt 
wird, und zwar vier Finger der rechten Hand, wihrend der Daumen 
der rechten Hand allmahlich gegen die Wirbelsiule vordringt, um die 
links von der Wirbelsiule liegende Aorta abdominalis in Zwerchfell- 
hdhe gegen die Wirbelsiule driickend abzuschlieBen. Bei kleinen 
Tieren ist diese Kompression sehr leicht; bei gréBeren Tieren tut man 
gelegentlich gut, auch die linke Hand zu Hilfe zu nehmen, indem 
man in der gleichen Weise die linke Hand unter die rechte Seite des 
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Tieres fihrt und den Daumen der linken Hand gleichfalls zur Kom- 
pression mit benutzt. Das Gelingen der richtigen Kompression merkt 
man sofort an den OhbrgefiBen des Kaninchens oder, wenn man eine 
Stelle der Halsregion freigelegt hat, an dem Verhalten und dem Pulsieren 
der HalsgefiBe. Ich habe in einigen Fallen durch Registrierung des 
Druckes in einer Karotis die Blutdrucksteigerung durch Aorten- 
kompression gemessen, die sich auf Betraige von 30 bis 60 mm Druck- 
erhéhung belaufen kénnen. Bei der Aortenkompression ist nur darauf 
zu achten, daB man weder die Leber verletzt, noch in die Region kommt, 
wo man etwa die Vena cava inferior in Mitleidenschaft zieht. In letzterem 
Falle gelingt die Drucksteigerung nicht, was man sofort schon durch 
bloBe Beobachtung der GefaéBe in der Kopfregion feststellen kann. 

Um etwaige Konzentrationsunterschiede des Blutes nachzuweisen, 
die nach | bis 2 Minuten langer, manchmal 3 Minuten langer Aorten- 
kompression nach der mechanischen Theorie hiatten zustande kommen 
miissen, habe ich mich der Hamoglobinbestimmung mit Hilfe von 
Sahlis Hamoglobinometer bedient. Die Genauigkeit dieses bewahrten 
Apparates ist von einer GréBenordnung, die fir die Zwecke meiner 
Versuche vollstandig hinreicht. Ich habe, ehe ich die eigentlichen 
Versuche begann, mich langere Zeit eingeiibt, um konstante Resultate 
mit der gleichen Blutprobe zu gewinnen, und habe im Verlauf meiner 
Versuche blinde Proben eingeschoben, um mich von der Genauigkeit 
der Methode immer wieder zu iiberzeugen. Als besonders vorteilhaft 
habe ich gefunden, nicht bloB jede einzelne aufgefangene Blutprobe 
mit der Standard-Kolorimeterflissigkeit zu vergleichen, sondern ich 
habe auch die aus zwei verschiedenen Versuchsperioden gewonnene 
Blutmenge miteinander verglichen, d. h. diejenige Blutmenge, die bei 
Normaldruck, und die andere Blutmenge, die bei erhéhtem Blutdruck 
aufgefangen worden war. Auf diese Weise kommt das sogleich mit- 
zuteilende Ergebnis auBerordentlich klar zum Ausdruck. 

Die Resultate meiner Versuche habe ich am SchluB der Arbeit 
tabellarisch zusammengestellt. Der Inhalt derselben 14Bt sich sehr 
kurz angeben. In allen Versuchen, sowohl in denjenigen am Ohre wie 
in denjenigen an der Vena jugularis, war der Hamoglobingehalt bei 
Entnahme wahrend des normalen Blutdruckes wie bei Entnahme auf 
der Héhe des gesteigerten Blutdruckes genau der gleiche.. Ich will 
zur Illustration ein beliebiges Beispiel herausgreifen. Um 3 Uhr 10 Min. 
wurde am mit Uretan narkotisierten Kaninchen — die Narkose fand 
statt, weil es ein Versuch war, in welchem manometrisch der Druck 
in der Karotis bestimmt wurde — Blut entnommen und der Hamo- 
globingehalt bestimmt. Derselbe betrug 64 Proz. Um 3 Uhr 30 Min. 
wurde, nachdem 120 Sekunden lang die Aorta komprimiert worden 
war und ebenso lange ein Blutdruck von 120mm bestanden hatte, 
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wiederum Blut entnommen: der Hamoglobingehalt betrug genau wie 
vorher 64 Proz. Um 4 Uhr‘5 Min. fand abermals 90 Sekunden lang 
die hohe Aortenabklemmung statt. Bei einem Blutdruck von 110 mm 
wird ein Hamoglobingehalt von 63 Proz. bestimmt. Genau wie dieser 
Versuch verliefen alle anderen gelungenen Versuche. Es zeigt sich; 
daB venédses Blut, welches bei einem niederen normalen Blutdruck, 
und solches, welches wahrend eines stark gesteigerten Blutdruckes 
aufgefangen wird, keinen Konzentrationsunterschied aufweist. Da 
nachweislich in diesen Versuchen der Blutdruck gesteigert war, und 
zwar sowohl der arterielle wie auch der kapillare, da ferner das auf- 
gefangene Blut bloB aus dem Gebiete stammte, in dem der gesteigerte 
Blutdruck zur Geltung kam und kein Blut sich zumischen konnte, 
welches aus einem anderen Gebiete stammt, bleibt nur der Schlu8 
ubrig, daB Steigerung des Blutdruckes fiir sich allein keinen Austritt 
von Plasmabestandteilen aus dem Blute zur Folge hat. Die Flissigkeit, 
welche auBerhalb der Blutkapillaren sich befindet, ist nicht durch 
Filtration entstanden. Der Erfolg meiner Versuchsreihen beruht 
darauf, daB keine andere Veranderung eingetreten ist als bloBe mecha- 
nische Drucksteigerung: wenigstens gilt diese Behauptung fiir die 
Bedingungen meiner Versuche. Es bleibt eine Frage fiir sich, ob nicht 
bei andauernder hoher Aortenkompression Folgen eintreten, welche 
nicht bloB in mechanischer Steigerung des Blutdruckes bestehen, 
Folgen, die etwa darauf beruhen kénnten, daB nervése Reizungen durch 
den erhéhten Blutdruck gewisse, nicht mechanische Wirkungen auslésen. 
Bei der Dauer meiner Versuche sind dieselben nicht ins Spiel gekommen. 

Meine Versuche erweitern die Erfahrung, die in den Arbeiten von 
Asher und von Zimmermann gemacht worden sind. Die Bedenken, 
welche ich oben gedéuBert. habe, daB die Versuche an der Speicheldriise 
nur eine richtige Antwort eben fiir dieses Organ geben kénnten, aber 
nicht allgemein giiltig seien, haben sich nicht als stichhaltig erwiesen, 
denn ich konnte an zwei neuen Gebieten, dem Gebiete des Ohres und 
der ganzen Kopfregion ebenfalls zeigen, da8 unter dem Einflu8 erhéhten 
Blutdruckes keine Flissigkeit filtriert. Was das Ohr anlangt, so kénnte 
man wiederum sich vorstellen, daB auch dieses Gebiet ein solches 
ware, welches fiir Filtration wenig angepaBt sei, aber diese Vorstellung 
14Bt sich wohl nur sehr schwer fiir das Quellgebiet der Vena jugularis 
aufrecht erhalten. _ 

Zusammengefapt ist das Ergebnis meiner Arbeit das nachfolgende : 

Es konnte im Gebiete des Kaninchenohres und im ganzen Kopf- 
gebiete des Kaninchens nachgewiesen werden, daB rein mechanische 
Steigerung des Blutdruckes auch nicht die geringste Konzentrierung des 
Blutes hervorruft, daB also Filtration nicht derjenige Faktor ist, welcher 
die Wasserwanderung von den Kapillaren zu den Geweben beherrscht. 
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Versuche zur Bestimmung des Himoglobingehaltes des Blutes 
bei Kaninchen. 
1. Graues Kaninchen (2050 g). 
26. und 28. Mai 1923. Bestimmung des Himoglobingehaltes des Blutes 
unter normalen Verhaltnissen an rechter und linker Ohrvene des Kaninchens. 








Ort der ; Hamoglobins 
Zeit | gchalt 
Blutentnahme 

; : \\ Proz. 
Linkes Ohr . .. || 26.V. 9845’ | 71 
Rechtes Ohr. . . 26. V. 11 | 72 
Linkes Ohr ... 28. V¥. 320 | 71 
Rechtes Ohr. . . | 28. V. 325 | 70 


Durehsehnittszahl — 71 Proz. 


Am 29. Mai, 104 30’, betrug der Haimoglobingehalt des venésen Blutes, 
der Ohrvene entnommen, 74 Proz. 

10h 39’ Aortenkompression wahrend 2 Minuten; wahrend der Dauer der 
Kompression betrug die Hdmoglobinmenge ebenfalls 74 Proz. 

114 15' wiederholte Hamoglobinbestimmung unter Normaldruck, 
Ergebnis 78 Proz. 

114 25’ wiederholte Aortenkompression wihrend 80 Sekunden. Hamo- 
tote ces wihrend der Prcticen stonaied 75 Proz. 








Ort der a | a 
Blutentnahme 
Pie naesibeds YAR ea rhs ei Re NSA A ee ae 
Linkes Ohr. . 10430’ | Blutentnahme unter normalen | 
Verhaltnissen ....... i 74 
Rechtes Ohr . | = 1039 | Aortenkompression wiahrend | 
120 Sekunden. ....../| i 74 
Linkes Ohr. . | 11 15 | Blutentzug unter Normaldruck | 73 
Rechtes Ohr . | 11 25 || Aortenkompression wiahrend | 
| 80 Sekunden ......./| 75 


1. Graues Kaninchen (2050 g). 


1, Juni 1923. 1155’. Das Tier wird mit 10,5 cem 20proz. Uretanlésung 
narkotisiert (Subkutaninjektion). Blutentnahme aus der Vena jugularis 
mittels einer Spritze. 











| Hamoglobin- 

















Ort der ; i} 
Blutentnahme cee \ — 
11h47’ Blutentnahme unter normalen 
| Verhaltnissen ....... I 65 
| 1) 58 Aortenkompression wahrend | 
‘ Hl ee ee | 65 
Vena jugularis}/ 3 ‘Blutentnahme unternormalem | 
rechts | Blutdruck (95mm) . i 67 
3.12 || Aortenkompression wiihrend 
| 100 Sek., Blutdruck 135 mm | 67 
355 | Blutentnahme unter normalen 
| Verhaltnissen ...... i 67 
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2. Graues Kaninchen (2140 g). 
25. und 28. Mai 1923. Hiamoglobinbestimmung unter Normaldruck. 





Ort di . Hat lobin: 

eesnasialions Zeit oda te oon. 
Linkes Ohr . . . | 26, V. 10423’ 76 
Rechtes Ohr . . 26. V. 11 50 | 73 
Linkes Ohr ... 28.V. 350 | 73 
Rechtes Ohr | 28.V. 4 I 70 


Durechsehnittszahl — 73 Proz. 


29. Mai. Hamoglobinbestimmung unter Normaldruck und unter Aorten- 











kompression. 
a Hamoglobin- 
Biuteatechane am gunait fe Pree. 
Linkes Ohr. . 3h 20’ Blutentnahme unter Normal- 
ot Ne RY a Rc Soa 74 
Rechtes Ohr . | 3 47 Aortenkompression wahrend 
| 80Sekunden ....... 75 
Linkes Ohr. . 4 40 | Blutentnahme unter Normal- 
ea, Se ee ee 75 
Rechtes Ohr . 5 10 |Aortenkompression wahrend 
90 Sekunden ....... 73 


Durehsehnittszahl — 74 Proz. 


5. Juni. Das Tier wird mit 10,7 ccm 20proz. Uretanlésung subkutan injiziert. 
Durchtrennung der beiden Halssympathicus. Blutentnahme aus der Vena 
jugularis mittels einer Spritze. 




















Ort der | . | Hamoglobin- 
hisentoiain Zeit | gehalt 4 Proz. 
| 
\ 3h 20’ Blutentnahme unter normalem 
! Blutdruck (85mm) .... 66 
3 45 | Aortenverschlu8 wahrend 70Se- | 
A Da | _ kunden, Blutdruck 104mm 66 
ph ae | 4 05 | Blutentnahme unter Normal- | 
! eee rere 61 
I 4 20 Aortenkompression wahrend 
| | 70 Sekund., Drucksteigerung 
RRR EN A lel ae 61 





28. Mai 1923. Blutentnahme unter normalen Verhaltnissen zur Bestimmung 
des Hiamoglobingehaltes. 

















Ort de | fl || Hamoglobins 

Blutentashme i Zeit i} gehalt m Proz. ; 

Linkes Ohr, . || 8436’ | BlutentzugunterNormaldruck || 75 . 
Rechtes Ohr . | 850 | ‘ a i 78 
Linkes Ohr. . 1 40 i bi i is 73 
Rechtes Ohr . | 155 | x * wa 74 


Durchschnittszahl = 75 Proz. 
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30. Mai. Blutentnahme unter Aortenkompression. 
Bestimmung des Hamoglobingehaltes. 





Hamoglobin- 


Ort der ’ 
Blutentnahme dak one 
4 } 3 Proz. 
a aaa 9h30’ | Blutentnahme unter normalen 
Verhiltnissen ....... 74 
een 10 20 Aortenkompression wahrend 
80 Sekunden ....... 74 


4. Kleines schwarzes Kaninchen (1170 g). 
28. Mai. Hamoglobinbestimmung unter normalen Verhiltnissen. 





Hamoglobin- 


Ort der : 
Blutentnahme am = 
“= _— a eee 
Linkes Ohr. . | ~— 910’ Blutentzug unter Normaldruck | 80 
Rechtes Ohr .| 9 40 ? i | 76 
Linkes Ohr. . | 215 m e . 74 
Rechtes Ohr . 2 30 : ‘ 2 ae 


Durchschnittszahl = 75 Proz. 


30. Mai. Blutentnahme unter Aortenkompression und Bestimmung 
des Hiamoglobingehaltes. 























me 
|| Hamoglobin- , 
Make bee nid k= Ne 
ce ae CE cei taints Le sy’ 
ae | ane || Biutenteug unter Normaldruck | 74 de 
Ce See | 2 30 Aortenkompression wahrend | ist 
| 70 Gemma 76 in 
also keine Veriinderung des Hamoglobingehaltes. Ne 
5. WeiBes Kaninchen (1700 g). als 
19. Juni 1923.’ Das Kaninchen wurde um 25 30’ mit 8,5 ccm 20proz. Uretan- au 
lésung narkotisiert (Subkutaninjektion). Blutentnahme aus der Vena K: 
jugularis mittels einer Spritze. 
Ort der x | | Hamoglobin- 
Blutentnahme | fom : - 
—- _ -— ote ~ -~ - - ~ o : ~ Toz 
Vena jugularis | 3b 10’ Biutentnahme unter normalen 
Verhiltnissen, §Blutdruck 
OO EA. 64 
Vena jugularis 3 30 _Aortenkompression wahrend 
120 Sek., Blutdruck 120mm | 64 
Vena jugularis 45 |Aortenkompression wiahrend 
90 Sek., Blutdruck 110mm | 63 


Blutdrucksteigerung bewirkt .also keine Verdénderung im Hdmoglobingehalt. 








Untersuchungen iiber den Einflu8 der sympathischen 
Innervation auf die Permeabilitét der Gefaibe. 


Von 
J. Yamamoto. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 20. Dezember 1923.) 


In einer vorausgegangenen Arbeit hat Kajikawa') die Frage experi- 
mentell in Angriff genommen, ob die Nerven, speziell die sympathischen 
Nerven, einen EinfluB auf die Permeabilitat der GefaiBe haben. Die 
sympathischen Nerven empfahlen sich in erster Linie fiir diese Art 
der Untersuchung, weil bei diesen eine Ausschaltung der Nerven méglich 
ist, ohne daB grob erkennbare Funktionsausfille der von diesen Nerven 
innervierten Organe eintreten, wie dies der Fall sein wiirde, wenn man 
Nerven zu den willkiirlichen Muskeln durchtrennt. Kajikawa wihlte 
als Untersuchungsgebiet, um den etwaigen EinfluB des Sympathicus 
auf die Permeabilitat der GefaiBe zu priifen, die vordere Kammer des 
Kaninchenauges. Dies geschah aus folgenden Grinden: 


1. 1aBt sich der dieses Gebiet versorgende sympathische Nerv weit 
von der eigentlichen Untersuchungsstelle durchschneiden, so daB 
keine Gefahr besteht, durch die unmittelbaren Folgen der 
Operation die Ergebnisse zu triiben; 


2. ist das vordere Kammerwasser leicht zuginglich und steht in 
einer mehr oder weniger unmittelbaren Beziehung zu den benach- 
barten GefaiBen, wobei natiirlich nicht behauptet werden soll, 
daB spezifische Zellen keinen Einflu8B auf die Bildung des 
Kammerwassers haben. So viel ist aber jedenfalls sicher, dab 
die Permeabilitét der GefaBe in jenem Vorgang, der das vordere 
Kammerwasser betrifft, mit eingehen muB; 


1) J. Kajikawa, diese Zeitschr. 133, 391, 1922. 
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3. lieBen sich Methoden finden, um die von der Permeabilitat der 
GefaiBe abhaingigen Eigenschaften des Kammerwassers mehr oder 
weniger leicht zu untersuchen; 

4. ist der Vergleich zwischen der normalen und der nicht normalen 
Seite bei der Paarigkeit des untersuchten Organs am gleichen 
Tiere jederzeit méglich; 

5. 1aBt sich die Untersuchung am praktisch unversehrten Tiere 
ausfiihren ; 

6. laBt sich das gleiche Tier wiederholt zu den Versuchen benutzen. 

Kajikawa stellte drei Reihen von Untersuchungen an. Von diesen 
drei Versuchsreihen mégen hier nur diejenigen zwei kurz rekapituliert 
werden, deren Ergebnisse ganz besonders schlagende waren. Die eine 
Reihe, die hier ins Auge gefaBt wird, war diejenige, wo Kajikawa 
Fluorescein in die Bauchhéhle injizierte und die Zeit untersuchte, die 
verging, bis das Fluorescein in der vorderen Kammer auftrat. In dieser 
Versuchsreihe ergab sich, daB auf derjenigen Seite, wo der Nervus 
sympathicus fehlte, das Fluorescein spiter in der vorderen Kammer 
avftrat. Dieses Ergebnis laBt die Deutung zu, daB unter dem Einflu8 
der Abwesenheit des Nervus sympathicus die Permeabilitaét der GefaBe 
fiir den Farbstoff viel geringer geworden ist als auf der normal inner- 
vierten Seite. 

Die andere Versuchsteihe Kajikawas bestand darin, daB er nach 
Punktion der vorderen Kammer den Wiederersatz des vorderen Kammer- 
wassers untersuchte, und zwar bestimmte er den EiweiBgehalt des 
neu gebildeten Kammerwassers mit Hilfe der refraktometrischen 
Methode. In dieser Versuchsreihe ergab sich, daB das neu gebildete 
Kammerwasser auf derjenigen Seite armer an Eiwei8kérpern war, 
wo der Nervus sympathicus samt dem Ganglion cervicale superius 
exstirpiert worden war. Auch dieses Ergebnis liegt in der gleichen 
Richtung wie das voraufgegangene, denn es besagt, daB auf der Seite 
ohne Sympathicus die Durchlassigkeit fiir Eiwei8 geringer ist als auf 
der normalen Seite. 

Die hier mitgeteilten Ergebnisse waren durchaus regelmaBiger 
Natur. Sie entsprachen nicht den Erwartungen, die man von vorn- 
herein haben konnte. Denn da der Sympathicus nach allem, was wir 
bisher wissen, vasokonstriktorische Nerven fiir die GefiBe des Auges 
enthalt, die Fortnahme desselben also zu einer GefaBerweiterung fihrt, 
war es zunichst nicht unwahrscheinlich, da8 infolge hiervon die 
Permeabilitét der GefaiBe gréBer sei. 

Die Befunde von Kajikawa regten dazu an, den etwaigen EinfluB 
sympathischer Nerven auf die Permeabilitat der GefaBe in anderen 
Gebieten und mit einer teilweise anderen Methodik zu untersuchen. 
Schon deshalb hat diese erneute Untersuchung ein Interesse, weil die 
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von Kajikawa gemachten Beobachtungen zum erstenmal seit langer 
Zeit vom Standpunkte der reinen Physiologie einen trophischen Einflu8 
von Nerven wieder in Diskussion zu stellen gestatten. Ich habe daher 
auf Anregung von Prof. Asher neue Untersuchungen iiber den EinfluB 
des Sympathicus auf die GefaBpermeabilitat in zwei Gegenden angestellt, 
einmal an dem Ohre des Kaninchens, und das andere Mal an den Muskeln 
des Halses bzw. an dem subkutanen Gewebe der Halsgegend. Diese 
Gegenden wurden wiederum gewahlt, weil sie Innervationsgebiete des 
leicht zuginglichen Halssympathicus sind, und weil die Durchschneidung 
des Sympathicus in diesen beiden Gegenden keine grob erkennbaren 
Stérungen ihrer Funktion setzt. 


Die erste Methode, welche ich angewandt habe (sie ist nicht die zeitlich 
erste gewesen, aber sie ist ihrem Wesen nach die einfachste, weshalb ich sie 
an erster Stelle mitteilen will), war die Erzeugung einer kleiner Quaddel 
am QOhr und die Feststellung der Zeit des Verschwindens dieser Quaddel. 
Auf der einen Seite war vorher der Sympathicus durchschnitten und weit- 
gehend reseziert worden. Ich habe in allen Fallen die Operation auf der 
linken Seite ausgefiihrt, und zwar wie in der iiblichen Weise unter Inne- 
haltung der aseptischen Kautelen. Ich injizierte stets genau 1 ccm einer 
sterilen lproz. Kochsalzlésung unter die Haut des Ohres, was eine sehr 
deutlich sichtbare Quaddel ergab. Die Anderungen in der GréBe der 
Quaddel bis zu deren vollstaéndigem Verschwinden lieBen sich Jeicht mit 
bloBem Auge verfolgen. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe waren durchaus 
eindeutiger Natur. Ich habe die Resultate an vier Kaninchen gewonnen 
und habe in Tabelle I alles Wissenswerte mitgeteilt. Hier finden sich die 
Beobachtungen nach 30 Minuten und nach 1 Stunde nach der Injektion. 
+ bedeutet, daB die Quaddel noch vorhanden ist, — bedeutet, daB sie 
verschwunden ist. Ausnahmslos zeigt sich in allen Versuchen, da8 nach 
1 Stunde die Quaddel auf der normalen Seite noch vorhanden ist, wahrend 
sie auf der sympathicuslosen Seite verschwunden ist. Dies lat sich nur so 
deuten, da8 die Resorption auf der sympathicuslosen Seite rascher vor sich 
geht, und daraus lieBe sich weiter folgern, daB auch die Permeabilitat eine 
gréBere sei. Das raschere Verschwinden der experimentell erzeugten Quaddel 
auf der sympathicuslosen Seite erscheint als eine ganz natiirliche Folge 
der nach Sympathicusdurchschneidung eintretenden GefaBerweiterung. 
Denn da in der Zeiteinheit auf der Seite mit erweiterten GefaiBen unter den 
obwaltenden Bedingungen ein beschleunigter Blutstrom kreist, ist damit 
auch eine raschere Abfuhr der Injektionsfliissigkeit gegeben. Aber dieses 
raschere Verschwinden der Quaddelfliissigkeit findet auch noch viele 
Wochen nach der Durchschneidung des Sympathicus statt, wenn die 
Erweiterung, die anfainglich sehr stark ausgeprigt war, wieder zuriick- 
gegangen ist. Es hingt also das raschere Verschwinden der Quaddelfliissig- 
keit nicht zwangslaufig mit der Erweiterung der GefaéBe, sondern mit dem 
Fehlen der sympathischen Innervation zusammen. Demnach wiirde diese 
Versuchsreihe zeigen, da infolge der Durchschneidung des Nervus sym- 
pathicus die GefiBe des Ohrgebietes, soweit die Priifung vermittelst Re- 
sorption aus einer kiinstlich erzeugten Quaddel einen SchluB zulaBt, eine 
groéBere Permeabilitaét besitzen als im normalen Zustande. 

Eine niachste Versuchsreihe bestand darin, daB ich intramuskular in 
die Muskeln des Halses Farbstoff, und zwar Indigearmin, injizierte und die 
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Zeit verfolgte, die verstrich, bis der Farbstoff zuerst im Harn auftrat. Um 
das Halsmuskelgebiet frei von den Einfliissen der sympathischen Inner- 
vation zu machen, habe ich den gesamten Sympathicus auf der linken 
Seite samt den dazu gehérigen Ganglier exstirpiert. Ich verfuhr hierbei 
auf die Weise, da8 ich nach einem Hautschnitt in der ganzen Lange des 
Halses stumpf und schonend den Sympathicus freilegte und zunachst bis 
zum Thoraxeingang verfolgte, um das Ganglion cervicale inferius mit allen 
seinen Fortsitzen zu praparieren. Peripheriewarts von dem Ganglion 
legte ich einen Faden an, exstirpierte dann das Ganglion, verfolgte den 
Sympathicus nach oben bis zum Ganglion cervicale sup. und entfernte 
das ganze Stiick, bestehend aus den beiden Ganglien und dem Hals- 
sympathicus. 

Die Versuche wurden erst angestellt, nachdem vollstandige Heilung 
von dem Eingriffe eingetreten war. Auch diese Versuche wurden an vier 
Kaninchen angestellt. Zur Untersuchung wurde das Kaninchen auf das 
Kaninchenbrett festgebunden und ein Katheter in die Blase ein- 
gefihrt, um den Harn aufzufangen. Um konstante Temperaturbedin- 
gungen aufrecht zu erhalten, wurde mit Glihlampen das Tier warm erhalten. 
Zur Injektion diente eine 0,4 proz. Indigcarminlésung in 0,95proz. Kochsalz- 
lésung. Die vergleichenden Versuche konnten natiirlich nicht am gleichen 
Tage angestellt werden, vielmehr muBte einen Tag die normale Seite, den 
anderen Tag die entnervte Seite zur Injektion dienen. Die Ergebnisse 
dieser Versuchsreihe finden sich in Tabellen II bis V. 




















Tabelle I. 
_: Vegioian iiber die Dauer bis die Quaddel verschwindet. 
i Kaninchen | 3. Kaninchen | 4. Keninchen | 5. ‘Keninchen 
Pe CB | ies i pad 
lproz. Kochsalzlésung der | | ij 1 | 
lajektionsmenge .. . | leem | 1 ccm | leem | Icom |) 1 ccm lcem | leem | 1 com 
| eed | “f 
UR eins ene rechts | links | rechts | links | rechts links | rechts | links 


3 ; j (norm.) | (oper.) | norm.) | (oper.) | || (norm.) | (oper.) | (norm.) | (oper.) 
30 Min. n. Injektion | (+) | (+) | (+) | (4) | (+) | (—) (+) | 
1 Std. n. Injektion | (+) | (—) | (+) |) (—) | (4) | (|) (4) 
Tabelle Il. 
1. Kaninchen (weiblich). Operation am 10. Januar 1923. 
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2 Ao io8 Z Paras ©? 
Erstes Auf. | (45° 12. I. | 45’ | 13.1. Dauer der 13 2. i 2h 0 ‘13, . 
“1145 |16.1. | 40/161. [5 : 9.11. 5 10’ 16. 
des || + oe Entl 
Farbstoftes || 25 | 9.11. {15 | 6.1f. | des 1/5 10'\16,11. |6 | 22. IT. 
im, ||| 90 | 5. TEL! 20 | 3, IIT. | Farbetofies Ila 5 | 5. IIT. ‘ 30/ 3. 111, 
aiektion {50 | 7. 111. | 40 | 18, 110. ] “™ "166 | 7.1106 & | 18. IIT. 
Durchschnitt I 39’ 34’ | Durchschnitt | 3b52’ | iphy’ | 


Vergleichende Untersuchung des ersten Auftretens und Gesamtdauer 
der Ausscheidung von Farbstoff in dem Harn, z, B. Indigcarmin (0,4 Proz. 
Indigcarmin in 0,95proz. NaCl-Lésung). 
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Tabelle III. 3. Kaninchen (atenlich), Operation am 26. Januar 1923. 











|: 




















We} | 3 - ee ie 

| 23 |. 25 | | 33 | gs 
| $5) Datum | =>) Datum | $3 | Datum > | Datum 

(Ee | | | | 5s | x2 
Z| |o8 | DB hi ch OR ee 
Cotes aut (| 20 (221. |26°| 200 | sich 20.1. jobi6! 2 11 
treten des ||| 30 | 5.1L. |-20 | 7.1L. | Entieerung || 3 20’| 5.11. |6 10) 7.10. 
Farbstoffes 25 |10.I1. | 25 | 19.11. des 3 30 (10. II. |6 45} 19. II. 
a. 45 | 24.11. | 25 | 1. IIT, | Farbetofes | 4 4 15 [24. Il. |5 20, 1. If. 
njektion |) 95 |27.1V. | 20 | 6.11L| ™*™ Wis loz. 1V.\9 10| 6. IIL 

Durchschnitt | 27’ | | 23! | | Durchschnitt 413’ | |6h32" 


Vergleichende Untersuchung des ersten Auftretens und Gesamtdauer 
der Ausscheidung von Farbstoff im Harn, z. B. Indigcarmin (0,4 Proz. 
Indigcarmin in 0,95proz. NaCl-Lésung). 


Tabelle IV. 4. Kaninchen (minnlich), Operation am 15. Februar 1923. 























js | . o ; 3 
S - | es || 2 is 
#z| | 8 l3.|  |# 
#4 Datum | ¢~| Datum I 3 Datum 3~ | Datum 
c 2 i € 2 
Be &s | oS ae 
[2 | 2 i 2 o8 





ene | 30" 12.111, | 28 9. TIT.| p.uer der {|| 8825" | 1. TIE8h 9, IIT, 
treten des ||| 25 | 20. 111./ 25 | 15. 1IT.] Enticerung || 6 26 20. 111.|7 15’ 15, IIT. 


Farbetofes (|| 25 |17. IV.| 16 | 19. TIL.) des || 40 17. 111.7 45 | 19, III. 











oe | 20 | 21, IV. 15 | 26. IV. Berbetofiee 
secede FS 28, 1.15 | A Sterns Betecy 
Durchschnitt | 24’ | | 19° | Durchschnitt | 6510’ | 7h40' 


Vocckithonte Untersuchung des ersten Auftretens und Gesamtdauer 
der Ausscheidung von Farbstoff im Harn, z. B. Indigcarmin (0,4 Proz. 
Indigearmin in 0,95proz. NaCl-Lésung). 


Tabelle V. 5. Kaninchen (mannlich). Opseation.. am 8. Marz 1923. 




















2 | 32 | | | 3g 
$2 | | $5 | 22 | Ss 
44 Datum ¢> | Datum £3 | Datum | © Datum 
58 25 BE | Be 
Z| ee ae a Se Ue 
Erstes Aufe ,/ 50’ | 14. IIT. 30’ | 19. 11T.} pauer der ,| 525’ 14. ITT.) 8h5’ | 19, IIT. 
treten des 7 30 | 20.11. 20 | 20, IV.] Entleermg | 5 45 20.1117 20. IV. 
arbstoffes |) 49 | 21. IV.| 15 | 24. IV es 
. a | . . rb. ff 
injektion \(/ 20 | 23, IV.| 15 | 26. IV.| ‘setiom® 35 
Durchschnitt | 35’ | | 20° | Durchschnitt | 535’ 7h32,5 


Vergleichende Untersuchung des ersten Auftretens und Gesamtdauer 
der Ausscheidung von Farbstoff im Harn, z. B. Indigcarmin (0,4 Proz. 
Indigcarmin in 0,95proz. NaCl-Lésung). 

Was das erste Auftreten des Farbstoffes nach der Injektion anbetrifft, 
so zeigte sich ausnahmslos in allen Versuchen, da8 der Farbstoff am 
friihesten im Harn erschien, wenn die Injektionsseite die operierte, also die 
sympathicuslose Seite war. Im einzelnen betrugen die Unterschiede 39 
und 34, 27 und 23, 24 und 19, 35 und 20 Minuten. 
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Aus dieser Versuchsreihe ergibt sich daher, daB die Resorption 
aus den Muskeln auf derjenigen Seite, wo die sympathische Innervation 
fehlt, die raschere ist, und hieraus 14Bt sich wiederum der SchluB ziehen, 
daB die Permeabilitét der GefaBe auf der entnervten Seite eine gréBere 
als auf der normalen Seite sei. Jedenfalls ist die Permeabilitaét nicht 
eine kleinere. Es bleibt noch, wenn man itiberaus vorsichtig sein will, 
die Méglichkeit der Annahme, daB infolge des beschleunigten Blut- 
stromes auf der entnervten Seite eine raschere intramuskulire Resorp- 
tion zustande gekommen sei. 

Ich habe auch die Gesamtdauer der Ausscheidung von Farbstoff 
in den Harn vergleichend untersucht. Dabei stellte sich nun das merk- 
wirdige Resultat heraus, daB, wenn ich auf der entnervten Seite die 
intramuskulare Injektion des Farbstoffes ausgefiihrt hatte, die Dauer 
der Ausscheidung des Farbstoffes im Harn sehr viel linger war, als 
wenn die Injektion auf der unversehrten Seite stattgefunden hatte. 
Die durchschnittlichen Unterschiede sind die nachfolgenden: 3 Stunden 
52 Minuten, 5 Stunden 9 Minuten; 4 Stunden 13 Minuten, 6 Stunden 
32 Minuten; 6 Stunden 10 Minuten, 7 Stunden 40 Minuten; 5 Stunden 
35 Minuten, 7 Stunden 32 Minuten. Die Unterschiede in den einzelnen 
Versuchsreihen sind so groB, daB es sich nicht um zufillige kleine 
Variationen handeln kann. Dem Umstande entsprechend, daB der 
Farbstoff nach Injektion auf der entnervten Seite so viel rascher auftritt, 
wiirde es entsprochen haben, daB auch die Resorption friither abgeklungen 
ware. Dem ist nun ganz und gar nicht so. Hier lage ein Anhaltspunkt 
fiir die Annahme einer verzégerten Resorption, demnach einer ver- 
minderten Permeabilitét vor. Der Farbstoff laBt vielleicht die rein 
physiologische Komponente schirfer hervortreten. 

Eine weitere Versuchsreihe bestand darin, daB ich 50 ccm einer 
2proz. Kochsalzlésung gleichzeitig sowohl auf der normalen als auch 
auf der entnervten Seite intramuskular injizierte. Ich entnahm dann 
stundenweise in der ersten bis vierten Stunde nach der Injektion eine 
Probe der injizierten Flissigkeit, um die Anderung des Chlorgehaltes 
nach der Mikromethode von Bang zu bestimmen. Ich habe die Er- 
gebnisse dieser Versuchsreihe in den Tabellen VI bis [X niedergelegt. 
Es zeigte sich, daB in den ersten Stunden nach der Injektion durch- 
schnittlich der Chlorgehalt auf der entnervten Seite rascher abnahm 
als auf der unversehrten Seite, wenn auch die Unterschiede keine 
allzu groBen waren. Auch aus diesen Versuchsdaten ergibt sich daher, 
daB auf der sympathicuslosen Seite die Resorption von Kochsalz eine 
raschere als auf der unversehrten Seite ist. In der dritten und vierten 
Stunde nach der Injektion kehrte sich haufig das Verhaltnis um, indem 
eine weitere Abnahme des Chlorgehaltes auf der unversehrten Seite 
zu beobachten war, nicht hingegen auf der entnervten Seite. Da ins- 
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gesamt diese Versuchsreihe keine eindeutigen Resultate lieferte, habe 
ich die Versuche abgeaindert und von 10 zu 10 Minuten nach Injektion 
einer 2proz. Kochsalzlésung eine kleine Probe des kiinstlichen Odems 
zur Chlorbestimmung nach Bang entnommen. (Tabelle X.) In dieser 
Versuchsreihe ergab sich mit gréBerer Deutlichkett, daB im Verlaufe 
der ersten Stunde die Kochsalzresorption auf der entnervten Seite 
eine gréBere war als auf der unversehrten Seite. Demnach ergibt auch 
diese Versuchsreihe keinen Anhaltspunkt fiir eine verminderte Per- 
meabilitat der GefaiBe, vielmehr fiir eine gréBere Permeabilitét auf 
der entnervten Seite, wenn man sich nicht beschrinken will auf die 
Annahme einer rascheren Resorption infolge eines geschwinderen 
Kreislaufs auf der entnervten Seite. 


Tabelle VI. 1. Kaninchen (weiblich). Operation am 10. Januar 1923. 
Chlorbestimmung nach Bang (2proz. Kochsalzlésung 50 ccm). 























































Normale Seite (rechts). Operierte Seite ote) 
3 § Detum | Durch. 3 § Datum ‘Wperuh- 
~~ a * c+ ; | 2 
2 ‘3 || 14.11 | 19.11 | 26.01. | 25.1V,|| schmitt} = 9 | 14.0. | 19. 11. | 26.11. | 25. IV. | schnitt 
N 5 Proz. | Proz. | | Proz. Proz. || Proz. | is = || || Proz. | _Proz. | Proz._ | | Proz. _ Proz. 

1 Sta. |1,8081 1,282910,8723 0 ,9236] 1,2217| 1 Std.|1,1851 1,0428 0,9088 0,7956 0,9831 
a L ,1282) 1, °1137/0,855 | 0,804 0,9753 - (0,9587 1,0579 0,8815 0,7242 0,9055 
0,8463 0,9767 0,8090 0,766 0,8496 3, |0,8602 1,0029 0, 7990 0,7208 08457 
G6 0, 7570 0,784410, 7060 0, 7491]4 , % (0, 9040 0.7445 0, 7020 0,7835 

bein sesame der Temperatur (in den Ohren). Vergleich der GefaBweite (in den os 
RENEE: Soe | : ey os \ GefiBweite | Taz 
L e& DpeP Sass 8 Paso 63 
aay I I: 2S 
Kaninchen eee | ts | — || Detum | = £ Kaninchen oe say | ay = % 
| (norm.) | Pel ) Os } (norm.) (oper.) Aas 
EE Sh Rr <. om_|_mm_i]___ii_ mm 

| 1923 | | | 
1.Kaninchen) 36,6 | 38,2 | 7.111/)1,6 [l.Kaninchen, 0,5 | 1 12.111) - 

3. is 37 — | 38,4 } 7.111. |14 3. a 06 | 1 12.111, 

4. . 37,4 39,4 | 7.111) 2 |4. < Bets (12.111. 10 
5. * || 364 } 38,4 10.111, 2 = Se eee 1,0 ; 15 12.111. 05 
Durchschn. | 36,85 | 38,6 | i, 75 Durchschn. | | 0,77 | 1,37 0,6 





Tabelle VII. 3. Kaninchen (mannlich). Operation am 26. Januar 1923. 
Chlorbestimmung nach Bang (2proz. NaCl-Lésung, 50 ccm). 

















Normale Seite oe Entnervte Seite (links). 

3 E Detum | | Durch 3 § | dain Datum | Durehs 

# ‘3 || 16.1 | 22.01 | 27. I. | 23. IV. | eset IT $ | 16.11, | 22.11. | 27. 11, | 23, 1V. |) Schnitt 
fo H Proz. | | Proz. | Proz. | Proz. Il Proz. NS 4 IL Proz. | Proz. | Proz. | Proz. | Proz. 

l Std.l1, 1,2469)1 i, asailo, o2silo 8775, 1 0504 1 Std. 1 60310 9945, 0 87 0, 8635,0, 9470 
, ae (0.8775 1, 1084 /0,8043 0, 7711, 0,8903 we 13988) 0,9225 0.8088 0,80050, 9826 
3, (0,765 (0 9354 0, 8537 0, 78 0, 8335]3 , 1 0075 0,9040 0,8582 0, 8902 0, 9149 
4, 05318 0,8954 0,78 (0,663 0.7175 4 0,8125'0,8979 0,8357 (0.7121 0,8145 
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Tabelle VIII. 
4, Kaninchen (miannlich). Operation am 15. Februar 1923. 
Chlorbestimmung nach Bang (2proz. NaCl-Lésung, 50 ccm). 


Normale Seite (rechts). 


Entnervte Seite (links). 








| Datum 











Zeit nach oll Durch 

Injektion || 2.11 | 21. 111. | 20. Iv. || schnitt 
Proz. : Proz. | Proz. || Proz. | _ 

1Std. 1 1097, 0,78 0 18934) 0,9277 

fa 0.8580 0.78 0,819 | 0,819 

. |0,7037 | 0, 7312/0, 7098) 0, 7149 

Mix 10,5954 0.5052 0.7081) 0, 6029 


I} 


Datum ail Durchs 
21. 111. | 20. IV. | schnitt 
Proz. be Proz. Proz. 


| 

Zeit nach ||— 

Injektion | IL 
L 


2. 
1 Std. | 1,0356 0,8230|0,8397/ 0,8094 








ea eee 











= 1053 0,8107 | (0,7683 0.8740 
>. 0,738 | 0,8398 
4 ” — |(0'8229|0°7060 |0°7521 | 0.7603 





Tabelle IX. 


5. Kaninchen (miannlich). 


Operation am 8. Marz 1923. 


Chlorbestimmung nach Bang (2proz. Kochsalzlésung, 50 ccm). 


Normale Seite (rechts). 


Entnervte Seite (links). 











I 
i} Datum 
Zeit nach | | Durch: 
Injektion || 22. 111. | 18.1V. | 27, 1V.|| Schnitt 
| 
_Proz. _ _Proz. | Proz. || Proz. 





























Datum 
Zeit nach Durch- 
Injektion || 22. III. 18, 1V. | 27, IV, || Schnitt 
Proz. | Proz. | Proz. Proz. 





Sta. | “107391 1,3837 |0,8165| 1,0913 























l 1 Std. 0,8540, 1,1057| 0,715 || 0,8915 

eh |'0,9033 1.0379 0.6435) 0.8615 a 0.8736. 0.9306 0,6358) 0,8133 

- ee 0.8021 09029 0.6187) 0,7745 ie 0,8462 0,6736 |0,7490 

4, 0.7135 0,9018 0,5223) 0,7125 4, 06953 0,6079)| 0,7213 
Tabelle X. 


Chlorbestimmung nach Bang (2proz. NaCl-Lésung, 50 ccm). 


Normale Seite (rechts). 


Entnervte Seite (links). 








Pea foe feces tg 
Zeit | Kanin. | Kanin. | Kanin. Kanin. | 
 ecemmaucar —--- ati ey 'Durchs 
Datum || scbnitt 


Ins [ane ge wee eE yer FL 
iektion | 9.V. | 7.V. | 14.V. jm. v. 
ea" Proz. | Proz. | Proz. | Proz. || | Pros, 


nach | 








SS 


10 Min. my er 8957 0,8570 0,9518 0,8085 
20 ,, 0,87 0.8573 0,8450 0,9236/0,8739 
30 > 0,75 (0.7845 0.8063 0,8214 0,7905) 
40 ? (0,6465,0.7032 0.7126 0.703 0, 7139 


| 














aie Ta Te] 
Zeit || Kanin. Kanin. | Kanin, | Kanin. eis 
yoo urchs 
pug Datum ———_ schnitt 
jektion | 9.V. | 7. V. | 14.V. im V. 
____|| Proz. | Proz. | Proz. | Proz. IL Proz. 
=——— T — — 


10Min.(0, avi senile, 8011/0,9161 0,8549 
20 | 7235, 0, 7538|0,7578) 0, 3621 0, 7743 


3 





50 ,, |0,6627/0.6134 0,6997 10,7914: 6, 6918 


30 , 7081) 0, 745310, 7762) 0, 8376 0, 7668 
40 ,, 441 0.634910, 702 0, 78 0, 6902 
50 ,, | 6014 0,6305|0,6420/0,7521 0.6565 





Da alle meine Versuche ein anderes Resultat ergeben hatten als 
die Versuche von Kajikawa, beschloB ich, seine Versuche nochmals 


in einer Kombination mit meiner 
Zu diesem Zwecke habe ich in einer 


Versuchsanordnung nachzupriifen. 
Versuchsreihe auf der unversehrten 


Seite subkutan 5proz. Fluoresceinnatriumlésung, und zwar 5 ccm, 
injiziert. In der anderen Versuchsreihe habe ich die gleiche Injektion 
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in der entnervten Halsgegend ausgefithrt. Als Reaktion wihlte ich 
wie Kajikawa den Farbstoffeintritt in die vordere Kammer. Vor der 
Untersuchung habe ich aus beiden vorderen Kammern mit einer genau 
kalibrierten Spritze je 0,2 ccm Kammerwasser entnommen, um unter 
genau gleichen Voraussetzungen die Beobachtungen anzustellen. Da 
auf der einen Seite auch die Innervation fir die GefiBe der vorderen 
Kammer fehlten, lagen die gleichen Bedingungen vor, wie in Kajikawas 
Versuchen. Und nun stellte sich tatsichlich heraus, daB in jedem Falle 
bei dem Vergleiche der beiden Augen der Farbstoffeintritt in die vordere 
Kammer spiter auf der entnervten Seite als auf der normalen Seite 
auftrat. Ich habe also die von Kajikawa gefundene Tatsache, daB 
in den GefaiBen des Auges nach Entfernung der Innervation eine ver- 
minderte Permeabilitét besteht, vollinhaltlich bestitigen kénnen. 
Andererseits trat der von mir gefundene Unterschied entgegengesetzter 
Natur, daB auf der entnervten Seite die Resorptionsgeschwindigkeit 
groBer ist als auf der normalen, wiederum klar zutage. Denn es zeigte 
sich als Durchschnitt meiner Versuchsreihe, daB, wenn ich auf der 
entnervten Halsseite injizierte, nach 2 Minuten 41 Sekunden bzw. nach 
4 Minuten 29 Sekunden der Farbstoff in die beiden vorderen Kammern 
eingetreten war, wahrend nach Injektion auf der unversehrten Seite 
der Farbstoff nach 5 Minuten 30 Sekunden bzw. 6 Minuten 2,5 Sekunden 
in den vorderen Kammern beobachtet werden konnte (Tabelle X1). 


























Tabelle XI. 

Versuche mit 5proz. Fluoresceinnatriumlésung, 5ccm (Subkutaninjektion), 

In rechte Halsgegend injiziert: In linke Halsgegend injiziert: 

Rechtes | Linkes er ~ || Rechtes | Linkes | 

Kaninchen Ne Greer. | Datum Kaninchen esta (Operate Datum 
SEE A Seite) a Seite) | scite) | scite) |i ; 
ee a ~ | rm ” OR ieee ae eo a 2) ieee | 
1.Kaninchen | 5’ 15” | 5°95” | 24. v. 1.Kaninchen| 3" | 5/10" a V. 
3 é se 5 30 | 28. V. 13. 3 15” | 4 33 | LIV. 
4, ‘ i 515 | 28. V. }4. 7" | 240 | 330 | LIV. 
5. ps 6 35 8 | 28. V. ]5. 250 | 446 | 6.IV. 
Durchschn.| 5’ 30” | 6’ 25” | Sonhebe 2°41” | 4°29" 





Ich habe 0,2 com Kammerwasser aus der vorderen Kammer vor der 
Untersuchung abgesaugt, dann die Lésung injiziert. 


Ich habe schlieBlich noch eine Versuchsreihe angestellt, in welcher 
ich die Reizbarkeit der Haut der beiden Ohren, wovon das eine entnervt 
war, durch Bepinselung mit Senféllésungen oder mit Xylollésungen 
gepriift habe. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe fiihrten aber nicht 
zur Erkenntnis eines merklichen Unterschiedes der Empfindlichkeit 
der Haut auf beiden Seiten (Tabelle XIT). 
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Tabelle XII 
} 1. Kaninch | 3. Kaninch 4. Kaninchen | 5. Kaninchen 
Pe Pa Paew 94 psn 9 eer’ a 
papel ja22\ 822) 822 seG|p22|\e22pe2| e239 
JESS|RESISREIESSicoe|R8SiS88)| £85 
| jee eeefeneiete iene 582 )5 88 E25 
I - : L i ‘ | 
| anne = - 





i 
vinnie 
| 


Physiologische ie 
Kochsalzlésung Endziindl. Grad || ee | (—) (—) (—) |) | (—) | (—) | (—) 
| Datu | 8.1L | 8.10.) 8.1L | 8.10. |) 8.01. 8.1L. | 13.01. 13. TH. 
eS || 1923 | 1923 | 1923 | 1923 H 1923 | 1923 | 1923 | 1923 
Iproz. Senfol . .| Endziindl. Grad | I oy | (=) | (—) | (—) | (—) 1(—) | (—) | (—) 
(9.1. | 9.1.) 9.1L. | 91M.) 9.18. | 9.11. |12. TH | 12. TL 





“pad | Datum —_|| 1923° | 1923 1923 1923. | 1923 | 1923) 1923'| 1923 
3proz. Senfél . .| Endziindl. Grad (+ ) | (+) | (+) (4b) | (4) | (4h) (4) | (44) 
Seco vnuiee 1.V '20.111, 20.111. | 20. 1T.| 20.117.) 24. 11. | 24.111. 


: sale 1923 1933 1923 1923 || 1923 1923 1923 1923 
HOproz.Xylololivél Endziindl. Grad | (—) | (—) | (—)  (—) | (—) | (—) || (— DE 


( ) 
13.10, | 13.101, 13.101. 13,101.) 13,101. 13.101! 231M, | 23, 111 


BOO ecm | 1923'| 1923') 1923" 1923 1923 1923 || 1923 1923 
ee * +] Endstindl. Gred | (+) | (4+) | (+) | (44) | (4) | (44) 1 (+) | (Ge) 
Thien 30.1V V.|20.1V.|20.1V. 20.1V.) 20.1V. | 20.1V. 


1923 | 03 | 71023 7023 1923 | 1923 || 1923 | 1923 


Vergleich der Heutroiabarkeit; beide Ohren sind gleich geblieben. 
Ich bediente mich verschiedener Mittel als Hautreizmittel. Die GréBe der 
entfetteten Watte ist 25 mm lang und 15mm weit. Die arzneimittelhaltige 
Watte wird 5 Minuten auf dem Ohr gelassen. 


Zusammengefapt sind die Ergebnisse meiner Arbeit die folgenden: 


1. Eine kiinstlich erzeugte Quaddel verschwindet auf dem Ohre 
eines Kaninchens auf der entnervten Seite friiher als auf der unver- 
sehrten Seite. 


2. Intramuskular injiziertes Indigcarmin erscheint friither im Harn, 
wenn die Injektion in die Muskeln eines Gebietes stattgefunden hat, 
wo die sympathische Innervation fehlt. 


3. Ein experimentelles Odem, erzeugt durch subkutane Injektion 
von 2proz. Kochsalzlésung, nimmt rascher auf derjenigen Seite ab, 
wo die sympathische Innervation entfernt worden ist. 


4. Die Hautreizbarkeit ist auf der unversehrten und der sympa- 
thicuslosen Seite im wesentlichen gleich. 


5. Das Ergebnis von Kajikawa, daB der Austritt von Farbstoff 
in die vordere Kammer derjenigen Seite, die ihrer sympathischen 
Innervation beraubt worden ist, spater erfolgt, wurde bestatigt. 
Andererseits tritt der Farbstoff frither auf, wenn die Injektion in 
ein Gebiet stattfindet, welches gleichfalls der sympathischen Inner- 
vation beraubt worden ist. 


6. Aus den hier mitgeteilten Ergebnissen folgt, daB die einzelnen 
GefiiBgebiete sich hinsichtlich ihrer Permeabilitét nach Beseitigung des 
sympathischen Einflusses verschieden verhalten. 
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Nachpriifung der Versuche von Kajikawa. 


I. Versuchsrethe. 

Das 1. Kaninchen (weiblich) wurde am 10. Januar 1923 um %4 Uhr 
operiert: Injektion von 2proz. Morphiumlésung 2cem pro 1 bis 2kg 
Kaninchen. Dann wurden die Tiere 44 Stunden sich selbst tiberlassen, bis 
die Morphiumwirkung vollstaéndig eingetreten war. 

Die Tiere wurden alle mit einer schonenden und sicheren Methode 
operiert. 

Das Operationsfeld wird von den Haaren befreit und mit einer 5proz. 
Jodlésung tiichtig desinfiziert. Der Hautschnitt wird, vorn an dem Hals 
beginnend, etwa 10cm von der Medianlinie gemacht (linke Seite). 

Als Farbstoff diente mir eine 0,4proz. Indigearminlésung in 0,95 proz. 
Kochsalzlésung. 

Das 2. Kaninchen (miannlich) wurde am 18. Januar 1923 um 4411 Uhr 
operiert. Durchschneidung des Halssympathicus und des Ganglion cerv. 
sup. und infer. auf der rechten Seite. 


1. Kaninchen (weiblich). 
Intramuskularinjektion der Farbstofflésung am 12. Januar 1923. 














Zeit i Harn aus Harnblase | Zeit Harn aus Harnblase 
5h 05’ Injektion d. Farbstofflésung | 6520’ deutliches Blau 
(i. d. normal. Seite d. Halses) rechts 6 30 i sehr deutliches Blau 
5 25 i keine Farbe 7 00 | hellblau 
5 35) , a 7 30) t 
5 . . 8 00 noch etwas Blau 
6 00 | blau 8 30 | keine Farbe 
6 10 || deutiiches Blau l 





Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 45 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 2 Stunden. 


1. Kaninchen (weiblich). 


Intramuskuliarinjektion der Farbstofflésung am 13. Januar 1923. 





Zeit || Harn aus Harnblase | Zeit | Harn aus Harmblase 





si 


10b 30’ | Injektion d. Farbstofflésung | 12h 00’ hellblau 
| (i. d. entnervte Seite d. Halses) links | 12 10 








11 00 | keine Farbe 12 20. sehr schwaches Blau 
Ey 2 30| , ° e 
11 20) blau 12 50! noch etwas blau 

11 30 | sehr deutliches Blau 1 20 s in ‘ 

11 40  deutliches Blau 1 50. keine Farbe 





11 50 | hellblau 


Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 45 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn (von 11520’ bis 1520’) 
2 Stunden. 








212 J. Yamamoto: 


1. Kaninchen. 


Am 15. Januar 1923. 





Zeit | Harn aus Hamblase 


2h 05’ | Injektion “ ‘Farbstofflésung 
(i. d. normale Seite d. Halses) rechts 
2 30 | keine Farbe 
- 50 
00 | etwas blau 


Zeit a ‘Harn aus Hamblase 
3h 30’ | sete 

4 00 | 

4 30 | schwaches Blau 

4 45 | keine Farbe . 

5 00 | 


” 


"oe Korper des Kaninchens wird pam elektrieche Beleuchtung er- 


warmt. 


Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 45 Minuten. 


Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 1% Stunden. 


i Kaninchen._ 


_Am 15. Januar 1923. 








Zeit | Harn aus Harnblase vd Zeit | Hern aus Hamblase 
9b 50’) Injektion d. Farbstofflésung 12h 30’. sehr echwaches Blau 
|| (id. normale Seite d. Halses) links | 1 00 | * ” ” 

10 20 | keine Farbe 1 30 ef ‘ be 
10 30 . 200] , ‘s € 
10 35 blau 29) , m ‘ 
10 45 | sehr deutliches Blau 3 00 | « ‘ a 
11 00 | deutliches Blau 3 30 | a 
1l 15 | 4 00| noch sehr wenig blau 
11 45 | | schwaches Blau 4 40 | y 
12 00 || sehr schwaches Blau 5 00 | keine Farbe ” 





Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 40 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 4 Stunden 40 Minuten. 


2. Kaninchen ( mannlich). 


Am 21. Januar 1923. 

















Zeit Harn aus heenktane 














Zeit | ‘Ham aus Hamblase 
10h 20’ “‘Injektion a. Farbstofflésung 12h 00’ aie Blau 
(i. d. normale Seite d. Halses) links }12 15 

10 40 | keine Farbe 12 30 wenig Blau 

10 45 | blau ES a 

11 00 | |» 1 00 . . 

11 15 | 1 15 " ‘ 

11 30 | | sehr deutliches Blau 2. es ‘ 

ll 45 | hellblau 1 45 | keine Farbe 








Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 20 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 3 Stunden 15 Minuten. 


























2. Kaninchen. Am 22. Januar 1923. 
Zeit | Harn aus Harmblase Zeit | Harn aus Harnblase 
Qh 40’ | Injektion d. Farbstoffiésung | 115 30’) sehr starkes Blau 
(i.d. entnervte Seite d. Halses) rechts | 12 00 starkes Blau 
10 00 | keine Farbe 12 30 | a . 
10 is | ie. 
10 20 | bldulich ” 1 30) hellblau 
10 30 | starkes Blau 200] , 
10 red sehr starkes Blau 2 30) as 
11 00) , » ‘ 3 00 || schwaches Blau 
lw . 3 10 || das Kaninchen f 











Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 25 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn iiber 4 Stunden 40 Minuten. 


i 


Ein 


sub 


| 
| 


oe IR 09 © 09 || w || 


~) 





Sr NIN tre eramete eI 
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Sektionsbefund des 2. Kaninchens (minnlich). : 
t am 22. Januar 1923. : 


An der Operationsstelle ein Geschwiir nach innen, nicht offen nach auBen. 
Befund der Lunge...... normal 

+9 des Herzens ..... me 

- ete: PO ia ke ws i 

Pe eM Beer eee PS 


Dickdarm: er zeigte an einigen Stellen Rétung, eventuelle kleine 
subserése Blutungen. “4 


Diinndarm: Befund normal, ebenso zeigte die Harnblase keine erkenn- 
bare Verinderung. ; 

Ursache des Exitus: Infektion ? 

Am 26. Januar 1923 wurde Kaninchen 3 operiert. 

Operationsdauer von 11 bis 12% Uhr. 

Operationsseite: links. 


3. Kaninchen (minnlich). Am 29. Januar 1923. 








Zeit Harn au aus 5 Hamblase Zeit | Harn aus Harnblase 
3h 00'| | Injektion a. Farbstoffldsung ‘bh 30’ blau 
| (i. d. normale Seite d. Halses) rechts 00 deutliches Blau 
30 | sehr deutliches Blau 
00 , deutliches Blau 
30 | schwaches Blau 
00 | noch schwaches Blau 
30 | weniges blau | 
00 





” n 


_bidation (Harn sehr wenig) 


” n ” 


o> m > Co OO 
SESSEES 
WOW W-A1-1D HD 


| bag 
lon 

Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 50 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 5 Stunden. 


30 keine Farbe 





3. Kaninchen nomen) Am 2. Februar 1923. 








Zeit Ham aus Harblase Zeit | "Ham aus Hamblase 





RN OI Cc Oe ag Fe 


10b 05’ | RE Farbstofflisung jh 30" | schwaches Blau 
| (id. entnervte Seite d. Halses) links | 2 | . . 

10 30. — 2 30 | “ mn 

10 40 | — 3 00 | noch sehr wenig blau 

10 45 blaulich 30; , ® ® e 

11 00 , blau 4 00 Ht ” ” ” ” 

11 30/ , Ee Sekt ontgtinnhe d 

12 00 | deutliches Blau 5 00 | 2 ts 

12 30 blau 5 30 | keine Farbe 

100; , 





Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 6 Stunden 15 Minuten. 


; 
Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 35 Minuten. 
F 
4 
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3. Kaninchen (mannlich). Am 5. Februar 1923. 





Zeit Harn aus Hamblase 


10h 05 | Injektion a. Farbstofflésung 
oad (i. d. normale Seite d. Halses) rechts 


10 || keine Farbe 
10 | 

10 blaulich ” 

10 I blaw 


ll = sehr deutliches Blau 
11 15) deutliches Blau 





| ‘Zeit Bp Ham aus Hamblase 

11h 30'| deutliches Blau 
11 45 | etwas schwaches Blau 
12 00 is . 
12 30 schwach blau 

1 00) ” ” 

1 30 sehr schwach blau 
Te” 4 async 

2 30) keine Farbe 





Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 30 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 3 Stunden 20 Minuten. 


1. Kaninchen (w eiblich). 


Am 6. Februar 1923. 





Zeit pron aus Messbhaes 


10h 55’ Injektion d. Farbstofflésung 
(i. d. entnervte Seite d. Halses) links 

11 10 | keine Farbe 

11 15 | blaulich 

1l 30 | hellblau 

12 00. sehr deutlich blau 

12 30 


Zeit Sei aus ‘Haseblece 


1b 00’ ~blau 

1 30 wenig blau 

2 00 sehr wenig blau 
2 15 blau 


2 45 | | keine Farbe 





Zeit bis zum 1 Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 15 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 3 Stunden 30 Minuten. 


1. Kaninchen (weiblich). 


Am 9. Februar 1923. 








Zeit || Ham aus Harnblase 





]]h 00'| prerwrat d. Farbetofflésung 
|| (i. d. normale Seite d. Halses) rechts 

11 20 || keine Farbe 

11... 

11 30) blau 

11 45) sehr deutliches Blau 

i2 00 | deutliches Blau 


| Zeit | Harn aus Hamblase 
12h 30’ | hellblau 
1 00 | 
1 30) etwas schwaches Blau 
2 00 schwaches Blau 
2 30. 
3 00) | keine Farbe " 
i 





Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 25 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 3 Stunden. 


3. Kaninchen (miannlich). 
Intramuskularinjektion der Farbstofflésung am 7. Februar 1923. 











Zeit |} Ham aus Hamblase 


10h 45'| Injektion d. Farbstofflésung 
(i. d. entnervte Seite d. Halses) links 

11 00 | keine Farbe 

11 15 | 

11 20 | blaulich ” 

11 25 | deutliches Blau 

1l 45 | sehr deutliches Blau 

12 00 deutliches Blau 

12 30 | schwaches Blau 


| 24 Zeit | Harn aus Harblase 








| 

schwaches Blau 

| sehr schwaches Blau 
| schwaches Blau 
noch wenig Blau 


| 
| 


| keine Farbe 


blaue oe 








SHEE 


Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 30 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn (von 11520’ bis 4530’) 
5 Stunden 10 Minuten. 
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3. Kaninchen (miannlich). Am 10. Februar 1923. 











Zeit Harn aus Harnblase Zeit 





Harn aus Harnblase 


deutliches Blau 


| 


9610’ Injektion d. Farbstofflésung | 12500’) 





(i. d. normale Seite d. Halses) rechts | 12 30 | ps - 
9 30, keine Farbe 1 00. blau 
945] , : 1 30) schwaches Blau 
din 20; , . 
10 30 | a ‘s 2 30 sehr schwaches Blau 
11 00 blaulich 3 00 || keine Farbe 
11 30 | blau | 


Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 1 Stunde 
25 Minuten. Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 34% Stunden. 


1. Kaninchen (minnlich). Am 16. Februar 1923. 








Harn aus Harnblase Harn aus Harnblase 


Zeit | Zeit 
9h 45’ || Injektion d. Farbstofflésung | 1500’ wenig blau 
|| (i. d.entnervte Seited.Halses) rechts | 1 30 ‘a ; 

10 00 keine Farbe 200) , - ‘ 
; 10 30) , ‘ 230! . is : 
10 45), i 3 00/ . . 

10 50 || sehr deutliches Blau 3 30 e = 

11 00 hellblau 4 00 i 3 

11 30° ‘ 4 30 f é 

12 00 || etwas schwaches Blau 5 00 | keine Farbe 

12 30 | schwaches Blau ! 





Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 1 Stunde. Dauer 
der Entleerung des Farbstoffes im Harn 4 Stunden 40 Minuten. 


3. Kaninchen (mannlich). Am 19. Februar 1923. 


























Zeit | Harn aus Harnblase Zeit Harn aus Harnblase 
1h 30’) Injektion d. Farbstofflésung | 5500’ blau 

|| (i, d. entnervte Seite d. Halses) links | 5 30 a: 
2 00 keine Farbe 6 00 sehr schwaches Blau | § 
Bi... “ E 6 30. blau se) 
2 20 | blau 3) 7 00 Fi wo , 
2 30 || sehr deutliches Blau | .% 7 30 a E 
3 00 | blau E $0] , - | 
3 30 | deutliches Blau - 830] . B= 
4 00 | hellblau a Feet. % 
4 30 schwaches Blau a 9 30. keine Farbe 





Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 45 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 6 Stunden 45 Minuten. 
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1. Kaninchen (weiblich). Am 22. Februar 1923. 











eae ES {| 


Zeit Harn aus Harnblase | Zeit || Harn aus Harnblase 








9h 60’ Injektion d. Farbstofflésung | 1530’) hellblau 
(i. d. normale Seite d. Halses) links 00 

10 30 keine Farbe 

10 45 


30 | schwaches Blau 
i 4 00 
11 00 | bldulich 


30 «sehr ’schwaches Blau 


OU Om HB Go GO bo bo 





11 30 | schwaches Blau 00 A ‘ > 
12 00 | deutliches Blau 30 ‘ ss . 
12 30 ” ” 00 \| ” » ” 
1 00 . 30 | keine Farbe 


Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 55 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 6 Stunden. 


Nachpriifung der Versuche yon Kajikawa. 
II. Versuchsrethe. 


Uber die Chloridbestimmung der ins Kaninchen injizierten Kochsalz- 
lésung, welche abgesaugt wurde. 


Vorbereitung des Versuches: 
a) Instrumente: 
. Mikrobiirette nach Bang. 
. Die 3-ccm- und 1-cem-Pipette. 
. Das Becherglas. 
. Feine Spritze (zum Absaugen). 
. Injektionsspritze (Kochsalzlésung). 
. Filtrierpapier. 
b) Mittel: 
. n/100 Kochsalzlésung (Merck). 
. n/100 Silbernitratlésung (Merck). 
. Tproz. Kaliumchromatlésung (Merck). 
. Chromsaure-Schwefelsiuremischung. 
. 2proz. Kochsalzlésung (Merck). 
. 95proz. Alkohol. 


c) Die Hihne der Biirette diirfen nicht eingefettet werden; die Biirette 
ist hiufig mit Chromsiéure-Schwefelsiuremischung zu reinigen. 


d) Bei der Chloridbestimmung mit der n/100 Kochsalzlésung 3 ccm 
wurde von der n/100 Silbernitratlésung etwa 3,22, 3,24, 3,265, 3,245, 
3,262, 3,248 am 26. Januar 1923 gebraucht. 


Im Durchschnitt am 26. Januar 1923 = 3,2456. 


ee 


oo Fr Oh 


Versuch der Chloridbestimmung. 


Am 1. Februar 1923. 

Ich habe um %3 Uhr 50 ccm 2proz. Kochsalzlésung subkutan in den 
rechten Unterschenkel injiziertt und um %4Uhr die Injektionslésung 
abgesaugt. 

Konnte aber durch Saugen nicht die geniigende Menge entnehmen, 
driickte das iibrige dann aus. 
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1. Kaninchen (innere Seite des linken Unterschenkels). 


0,06 com ;: 1,2 mg. 
(abgesaugte [nf 100 Silbernitratlésung] Lésung). 
Am 1. II, 1923 | normal: 
ar yor Pee 0,9. 60mg: 0,5265 — 1:X. 
0,585. 0,9 — 0,5265mg NaCl. 0,8775 Proz. (nach 1 Std.). 


3. Kaninchen (innere Seite des linken Unterschenkels). 
0,06 cem : 1,44mg. 
normal ; 0,3. 
II. 1923 | 144 —0,3 = 1,l4mg. 
0,585. 1,14 = 0,66690. 1,1115 Proz. (nach a, Std.). 


Am 3. 


1. Kaninchen (innere Seite des rechten Unterschenkels). 


60mg: 1,18mg. 
normal : 0,4. 
Am 5. II. 1923 1,18 — 0,4 = 0,78 


0,585. 0,78 — 0,4563mg NaCl. 0,7605 Proz. (nach 1 Std.). 


3. Kaninchen (innere Seite des rechten Unterschenkels). 


60: 1,58. 
Am 6. II. 1923 normal ;: 0,37. 
0,585. 1,21 = 0,70785mg NaCl. 1,1797 Proz. (nach 20’). 


60; 1,42. 
1,42 0,37 = 1,05. 
Am 6. II. 1923 | 0,585. 1,05 — 0,61425mg NaCl. 1,0287Proz. (nach 
30 Min.). 
60: 1,38. 
Am 6. II. 1923 0,585. 1,01 = 0,59085mg NaCl. 0,9847 Proz. (nach 
40 Min.). 
60: 1,435. 
Am 6. IT. 1923 0,585. 1,065 = 0,6230mg NaCl. 1,088 Proz. (nach 1 Std.). 
60 : 1,228. 
Am 6, IT. 1923 0,585 . 0,858 — 0,50193 mg NaCl. 0,836 Proz. (nach 
1/, Std.). 


Versuch am normalen Kaninchen (médnnlich). 
Normales Kaninchen (innere Seite des rechten Unterschenkels), 
60: 1,46. 
normal: 0.4. 
Am 7, II. 1923 0,585. 1,06 — 0,6201mg NaCl. 1,0885 Proz. (nach 
20 Min.). 


60: 1,12. 


Am 7. II. 1923 | 9.585' 0,72—0,4212mg NaCl. 0,702Proz. (nach 40 Min.). 


60: 1,02. 
Am 7. IT. 1923 | 9 585) 0,62— 0,3627mg NaCl. 0,6045 Proz. (nach 1 Std.). 


60 : 0,925. 
0,585 . 0,525 — 0,307125 mg NaCl. 0,5118Proz. (nach 
11/, Std.). 
| 60 : 0,845. 


Am 7. II. 1923 


0,585 . 0,445 — 0,260325 mg NaCl. 0,4888 Proz. (nach 
2 Std.). 


Am 7. II. 1923 
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Der Versuch am normalen Kaninchen (mdnnlich). 


Das normale Kaninchen (innere Seite des linken Unterschenkels). 


Am 10. II. 


Am 10. II. 


Am 10. IT. 


Am 10. IT. 


Am 10. IT. 


Am 10. IT. 


60: 1,72. 
1923 normal : 0,1 
0,585 . (1,72 — 0,1) = 0,9477 mg NaCl. 1,5795 Proz. 
(nach 20 Min.), 
60: 1,61. 
0,585 . 1,51 — 0,8835 mg NaCl. 1,4722Proz. (nach 
40 Min.). 
60: 1,36. 
0,585. 1,26 — 0,7371mg NaCl. 1,2285 Proz. (nach 1 Std.). 
60: 1,15. 
0,585 . 1,05 — 0,61425 mg NaCl. 1,0287 Proz. (nach 
11), Std.). 
60 : 0,96. 
0,585 . 0,86 — 0,5031mg NaCl. 0,8885 Proz. (nach 2 Std.). 
1923 60 : 0.84. 
0,585.0,74 — 0,4329mg NaCl. 0,7215 Proz. (nach 2'/, Std.). 


Normales Kaninchen. Am 12. Marz 1923. 


1923 


1923 


1923 


eee 


1923 


Das Filtrierpapier, mit welchem die Lésung abgesaugt wurde, wird in 
5 eem Alkohol gelegt; nach 5 Stunden habe ich das Filtrierpapier mit 5 ccm 
Alkohol nachgewaschen. Es wurden 10 cem Alkohol verwendet. 


Linke Seite des Halses. 


Um 3 Uhr 40 Min. injiziert (2proz. Kochsalzlésung, 20 ecm). 


Filtrierpapiergewicht 76mg. 
Filtrierpapiergewicht + abgesaugte Lésung 142mg. 
142 — 76 — 66mg. 


Nach 15 Min. { 66: 2,23 (Silbernitratlésung). 


Nach 45 Min. 


Nach 1 Std 15 Min. 


Nach 1 Std. 45 Min. 


ohne NaCl: 0,15 (Silbernitratlésung). 
+. 0,585. (2,23 — 0,15) — 1,2168mg NaCl. 
.. 66: 1,2168 — 1: X — 1,848 Proz. 


156 — 87 — 69mg. 

69: 1,46 (Silbernitratlésung). 

.. 0,585. (1,46 — 0,15) = 0,76635 mg. 
.. 69; 0,76635 — 1: X — 1,110 Proz. 
167—87 = 80mg. 

80: 1,05. 

.*. 0,585. (1,05. 0,15) — 0,5265. 

.. 80.0,5265 — 1: X — 0,658 Proz. 
154— 88 — 66. 

66: 102. 

. 0,585. (1,02 — 0,15) — 0,50895. 

.. 66: 0,50895 — 1:X = 0,7710 Proz. 





—_—— ——— 





Rechte Seite des Halses. 
Um 3 Uhr 48 Min. injiziert (2proz. Kochsalzlésung, 20 ccm). 
Filtrierpapiergewicht 76mg. 
Filtrierpapier + abgesaugte Lésung 156mg 
156—76 — 80mg. 
Nach 15 Min. { 80: 2,35 (Silbernitratlésung). 
| ohne NaCl: 0,15 (Silbernitratlésung). 


.*. 0,585. (2,35 — 0,15) = 1,2870mg NaCl. 
.*. 80: 1,2870 = 1: X = 1,608 Proz. 





Eir 


Un 
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166 — 86 = 80mg (abgesaugte Menge). 
Nach 45 Min, | 80: 1,7. 


ay . 0,585. (1,77 — 0,15) — 0,9477. 

80: 0,947 = - 1,184 Proz. 
152 — 88 = 64mg. 

* 64: 1,12. 

Nach 1 Std. 19 Min +, 0,685. (1412 — 0,15) = 0,56745meg. 
.. 64; 0,56745 — 1: X — 0,886 Proz. 
148 — 87 — 61. 

: _ | 61: 1,02. 

Nach 1 Std. 45 Min. |<, 0,585. (1,02 — 0,15) — 0,50896. 


61: 0,50895 — 1: X — 0,834 Proz. 


1. Kaninchen (weiblich). Am 14. Februar 1923. 
Linke Seite des Halses. 
Um 3 Uhr injiziert (2proz. Kochsalzlésung, 40 ccm), 
(Silbernitratlésung). 
130 — 76 — 54mg. 
54; 2,38. 
Nach 30 Min, _ 0,585. (2,38 — 0,12) 
. 64:1, sai} wae ee 
*, 2.3668 Proz. 
128 — 84 = 44mg. 
44: 1,48. 
0,585. (1,48 -- 0,12) = 
. 44: 0,7956 — 1: X. 
"1,808 Proz. 


ks 
(? 
5 


= 1.2781 mg NaCl. 


Nach | Std. 0,79560mg NaCl. 


56: 1,2. 
0,585.(1,2 — 0,12) = 0,63180mg. 
. 56: 0,6318 — 1:X. 
-1,1988Proz. 

124 —77 - - 47mg. 
. 0,585. (0,8 — 0, i): 
. 47:0,3978 — 1: , oe 
. 0,8463 Proz. 


Rechte Seite des Halses. 


Nach 2 Std. 


Nach 3 Std. = 0,39780 mg NaCl. 


Um 3 Uhr 10 Minuten injiziert (2proz. Kochsalzlésung, 40 ccm), 


NaCl: 0,12 (Silbernitratlésung). 
165 — 76 — 89mg. 
| 89: 1,9. 
Nach 30 Min. } .°. 0,585.(1,9 — 0,12) — 1,04130mg NaC}. 
| *, 89: 1,0413 — 1:X. 
.. 1,17 Proz. 


200 — 84 — 116mg. 


116: 2,47. 
Nach 1 Std. j .:. 0,585.(2,47— 0,12) — 1,37475mg NaCl. 
| -*. 116: 1,37475 — 1:X%. 
*, 1,1851 Proz. 


156 — 84 — 72mg. 
72: 1,3. 
Nach 2 Std. | -. 0,585. (1,3 — 0,12) — 0,6903 mg. 


.. 72:0,6903 — 1:X. 
*, 0,9587 Proz. 


ohne NaCl: 
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(Entnervte Seite links.) 


0,12 


ohne 
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127—76 = 51mg. 


51: 0,87. 
Nach 3 Std. / .-. 0,585. (0,87 — 0,12) — 0,43875mg. 
| -. 51: 0,43876 = 1:X. 

., 0,9602 Proz. 


3. Kaninchen (mannlich). Am 16. Februar 1923, (Entnervte Seite, links.) 
Rechte Seite des Halses. 


Um 3 Uhr 50 Min. injiziert (2proz. Kochsalzlésung, 40 g), ohne NaCl: 0,12 
(Silbernitratlésung). 
160 — 84 = 76mg abgesaugte Menge. 
[7 76: 1,74. 
Nach 1 Std. . 0,585. (1,74 — 0,12) — 0,9477. 
| -: 16: 0,0477 = 1:X. 
2469 Proz. 


Pp 84 — 64. 
| 6 64: 1,08. 
Nach 2 Std. . 0,585. (1,08 — 0,12) — 0,5616. 
| -: 64: 0,5616 = 1:X. 
. 0,8775 Proz. 
136 — 84 — 52mg. 
62: 0,8. 
. 0,585. (0,8 — 0, ow. eg — 0,3978. 
|. . 52:0,3978 — 1:X. 
*. 0,765 Proz. 


Nach 3 Std. 


Linke Seite des Halses. 
Um 4 Uhr injiziert (2proz. Kochsalzlésung, 40 g), ohne NaCl: 0,12 


*, 18:0,18135 — 1:X. 
*, 1,0075 Proz. 


(Ich habe die Zahlen mit einer Genauigkeit bis 1 Millionstel festgestellt.) 


(Silbernitratlésung). 
180 — 84 = 96 mg. 
96 : 1,86. 
Nach | Std. { .°. 0,585. (1,86 — 0,12) = 1,0179mg NaCl. 
-. 96:1,0179 — 1:X. 
.*. 1,0608 Proz. 
132 — 84 — 48mg 
| —. 1,285. 
Nach 2 Std. 0,585. (1,285 — 0,12) = 0,671425mg NaCl. 
t 48: 0,671425 — 1:X. 
oe 1,8988 Proz. 
102 — 84 — 18mg. 
18 : 0,43. 
Nach 3 Std. | .. 0,585. (0,43 — 0,12) = 0,18135mg NaCl. 


1. Kaninchen (weiblich). Am 19. Februar 1923. (Entnervte Seite links.) 
Ohne NaCl: 0,16 (Silbernitratlésung). 
142 (2proz. Kochsalzlésung om Filtrierpapier) — 86 
I 


so 217 (Sibert = 56mg (Flissigkeitsgewicht). 
Vorversuch 56 2,17 (Si itratlésung) 


*, 0,585. (2,17 — 0,16) = ) 7585 mg NaCl. 
“6 21: 0,21645 = 1;X-= 2,0997 Proz. 





E 
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Rechte Seite des Halses. Linke Seite des Halses. 
Um 10 Uhr 10 Min. injiziert Um %11 Uhr injiziert 
(nach 1 Stunde). (nach 1 Stunde). 
126 — 85 = 41mg. 108 — 85 = 23mg. 
41: 1,27mg. | 23:0,57mg. 
.. 0,585. (1,27—0,16)=0,64935mg. | ..0,585.(0,57—0,16) = 0,23985mg 
.. 41: 0,64935 = 1:X. | NaCl. 
.. 1,5862 Proz. | .% 23:0,23985 — 1:X. 
| .*. 1,0428 Proz. 
(nach 2 Stunden) (nach 2 Stunden) 
137 — 85 = 57mg. | 132—85 = 47mg. 
52: 1,15 mg. 47: 1,01 mg. 
.. 52: 0,527915 = 1:X. | 8G OG7T25 == 1:X. 
.. 1,1187 Proz. | .*. 1,0579 Proz. 
(nach 3 Stunden) (nach 3 Stunden) 
114— 85 — 29mg. | 146—85 = 61mg. 
29: 0,91 mg. 61: 1,22mg. 
.. 29:0,43875 — 1:X. | .*, 61:0,6118 = 1:X. 
.”. 1,5129 Proz. | .*. 1,0029 Proz. 
(nach 4 Stunden) (nach 4 Stunden) 
102— 85 = 17mg. | 107— 85 = 22mg. 
17 : 0,53 mg. | 22:0,63mg. 
-. 17:0,21645 = 1:X. .. 22: 0,27495 — 1:X. , 
.. 1,2673 Proz. b saa 1,2497 Proz. . 
(nach 5 Stunden) (nach 5 Stunden) 
106 — 85 — 21mg. 120 — 85 — 35mg. 
21: 0,53 mg. 35 : 0,65 mg. 
.. 21: 0,21645 — 1:X. .. 35: 0,28665 — 1:X. 
.. 1,0807 Proz. |  .*. 0,819 Proz. 


4. Kaninchen (mannlich). Am 20. Februar 1923. (Entnervte Seite links.) 
Ohne NaCl: 0,16 (Silbernitratlésung). 





164 (2proz. Kochsalzlésung rs Filtrierpapier) — 86 
| (Filtrierpapier) — 80mg (Fliissigkeitsgewicht). 
80: 2,78 (Silbernitratiésung). 
Vorversuch ) |. 9 505. (2,78 — 0,16) — 1,5327mg NaCl. 
.. 80: 11,5327 — 1:X. 
.*. 1,9158 Proz. 
2proz. Kochsalzlésung, 40 ccm. 
Rechte Seite des Halses. | Linke Seite des Halses. 
Um 2 Uhr injiziert: Um 2 Uhr 15 Min. injiziert: 
(nach 1 Stunde) (nach 1 Stunde) 
100 — 86 = 14mg. | 112—86 = 26mg. 
14:0,61mg. 26 : 0,85 mg. 
.. 14:0,26325 = 1:X. .. 26: 0,40365 — 1:X. 
.’. 1,8821 Proz. .*. 1,5525 Proz. 
(nach 2 Stunden) (nach 2 Stunden) 
107 — 86 — 21mg. 154 — 86 — 68mg. 
21: 0,75 mg. 68 : 1,46 mg. 
. 21:0,34515 = 1:X. .. 68: 0,7605 — 1:X. 
.*. 1,6435 Proz. .*. 1,1183 Proz. 
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(nach 3 Stunden) 


118 — 86 = 32mg. 

32: 0,79 mg. 

.. 32:0,36855 — 1:X. 
.*. 1,1517 Proz. 


(nach 4 Stunden) 


108 — 88 = 20mg. 
20: 0,51 mg. 


J. Yamamoto: 


(nach 3 Stunden) 
116 — 86 = 30mg. 
30 : 0,63 mg. 
., 30;0,27495 — 1:X. 
.*. 0,9185 Proz. 

(nach 4 Stunden) 
118 — 88 = 30mg. 
30: 0.61mg. 


.. 20:0,20475 — 1:X. 


| .° 80:0,26325 — 1:X. 
oe 1,0287 Proz. | 


.*. 0,8741 Proz. 


3. Kaninchen (miannlich). Am 22. Februar 1923. 
(Entnervte Seite links.) 


Ohne NaCl: 0,18 (Silbernitratlésung). 
130 (NaCl-Lésung + Filtrierpapier) — 78 
(Filtrierpapier) — 52mg (NaCl-Lésung). 


Vorversuch ) 59. 2,08 (Silbernitratlésung). 
* 68:15 = 3:X. 
.*. 2,1875 Proz. 
Rechte Seite des Halses Linke Seite des Halses 
(um 11 Uhr 10 Min.). (um 11 Uhr 20 Min.). 
Nach 1 Std. 1,1521 Proz. 0,9945 Proz. 
” 2 ” *.%,. 29 sl ” 0, ” 
S ee ee ee 0.9040 ° 
SD in 8 ne 0.8979 ° 
Me Sos poe aD 0,8266 0,8357 


1. Kaninchen (weiblich). Am 26. Februar 1923. 
(Entnervte Seite links.) 
Ohne NaCl: 0,25 (Silbernitratlésung). 
| 124 (Filtrierpapier + Kochsalzlésung) — 76 
(Filtrierpapiergewicht) — 48. 
48: 1,8 = 0,585. (1,8 — 0,25) — 0,90675. 
. 48: 0,90675 — 1:X. 


Vorversuch 





.”. 1,8890 Proz. 
Rechts Links 
(um 11 Uhr 20 Min.), (um 11 Ubr 10 Min.). 
Nach 1 Std. . 0,8728 Proz. 0,9088 Proz. 
ys ee gs ‘ 0,855 , 0,8815 , 
eee 0,8090 ° 0,7990 
Pues toe 0,7844 , 0,7445 , 
goa 0,7630 =, 0,7812_—y, 
3. Kaninchen. Am 27. Februar 1923. 
Ohne NaCl: 0,26. 
140 — 79 = 61. 
Vorversuch { 61: 2,22. 
0,585. (2,22 — 0,26) — 1,14660. 
-’. 1,8796 Proz. 
Rechts Links 
(um 12 Uhr 10 Min.). (um 12 Uhr 20 Min.). 
Nach 1 Std. 0,9251 Proz. 0,87 Proz. 
n 2 ” Z 0, en ” 0, ” 
Pee ta 0,8537 0,8582  , 


‘(EO Gea SG 0,8357 
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4. Kaninchen. Ohne NaCl: 0,27. 





Rechts Links 
(um 3/,10 Ubr). (um 10 Ubr). 
Nach 1600... 1,1097 Proz. 1,0356 Proz. 
» 2 » -. 18 , 0,858 
3. Kaninchen. Am 1. Marz 1923. 
Zeit Ham aus Hamblase | Zeit 8 re : ilies wnt Miasbions ; 
1h 10 niekthon d. Farbstofflésung 4h 00’ schwaches Blau 
|| _ (id. entnervte Seite d. Halses)links | 4 30 | sehr schwaches Blau 
1 30 keine Farbe 5 00 | blau 
1 35 | 5 30) 
1 40 || bldulich ” ee 
2 00 | sehr deutliches Blau 6 30) ” 
2 30 | deutliches Blau 700] ; 
3 00 | 7 30 keine Farbe 
3 30 || schwaches Blau ‘ 





Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 25 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 5 Stunden 20 Minuten. 


1. Kaninchen. Am 3. Marz 1923. 








Zeit. IL ‘Harn « aus + Hamblase e Zeit | Harm aus Hamblase 
oh 0 | ‘Jndebilon z “Farbstoffldsung 12h 30’) schwaches Blau 
(i. d. entnervte Seite d. Halses) links 1 00) sehr schwaches Blau 

9 ry | keine Farbe 1 30 | blau 

9 200] , 

9 ‘0 | | | bidulich ” 2 30. 
10 00 sehr deutliches Blau 30) ” 
10 30 | deutliches Blau 330) ” 
11 00 | | blau 4 00 : 
11 30 schwaches Blau 4 30. _ keine Farbe 
12 00 | . 





Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 30 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 6 Stunden 20 Minuten. 


1. Kaninchen. Am 5. Marz 1923. 








Zeit | ahi Harn aus ‘Harnblase bs Zeit : ‘Harn aus | Harnblase 
10h oo’ | Injektion d. Farbstofflésung 12h 00" | | deutliches Blau 

|| _ (i.d. normale Seite d. Halses) rechts | ]2 30 | 
10 15. keine Farbe 1 00) | schwaches Blau 
10 30 ” ” 1 30. | blau 
10 45) , i 2 00. 
10 50 | . 2 30 seh hwaches Bl 
10 55 | blaulich “4 10S palais 
11 00 || deutliches Blau 3 30 || keine Farbe 
11 30. sehr deutliches Blau 





Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 50 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 4 Stunden 5 Minuten. 
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3. Kaninchen. Am 6. Marz 1923. 














Zeit | Harn aus Harnblase | Zeit | Harn aus Harnblase 
9h 00’ Injektion d. Farbstofflésung | 1500’) schwaches Blau 
|| (entnervte Seite) links 1 30) ‘ mi 

9 40) keine Farbe 4 30) 5 

9 50 || blaulich 5 00 || sehr schwaches Blau 
10 30) sehr deutliches Blau § | , s » 
11 00 || deutliches Blau 6 OO} , i i“ 
11 30) blau 6 30] ., ¥ 
12 00| , 7 00] , 3 
12 30 || hellblau 7 30 || keine Farbe 











Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 40 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 9 Stunden 10 Minuten. 


1. Kaninchen. Am 7. Marz 1923. 














Zeit || Harn aus Harnblase | Zeit | Harn aus Hamblase 
- 4 — 








SS 





10h 00/ | Injektion d. Farbstofflésung | 1h 00’ | schwaches Blau 


(normale Seite rechts) 1 30 sehr schwaches Blau 
10 30 | keine Farbe 200) , > . 
10 50), i 2 35 | e . 
10 565 || blaulich 3 00] , ‘ : 
11 00 || deutliches Blau 3 30|| ° : : 
11 30 || sehr deutliches Blau 4 00 ie A 
12 00 || hellblau 4 30 || keine Farbe 











12 30 || schwaches Blau 


Zeit bis zum Auftreten des Farbstoffes nach Injektion 50 Minuten. 
Dauer der Entleerung des Farbstoffes im Harn 5 Stunden 5 Minuten. 


Ich habe die Temperatur des Kaninchenohres in der fossa conchae 
(im pars anterior helicis) gemessen, um die normale und die entnervte 
Seite zu vergleichen. 
Vergleich der Temperatur. 
Rechts (Normalseite) Links (Operationsseite) 


1. Kaninchen . . . . 36%/,° ce Q ; 384/90 
3. Kaninchen | | | | 37° g e= | 38%/,° 
4. Kaninchen . . . . 372/,° gH | 30%/,° 
5. Kaninchen .... 36?/;° = ~! 39° 
Vergleich der GefaiBweite. 

Rechts Links 
4. Kaninchen .... 1mm a g 2mm 
l. Kaninchen .... 05mm rl lmm 
3. Kaninchen .... 06mm =  3*5)jetwalmm 
5. Kaninchen . 1mm = si 1.5mm 


Die GréBe der BlutgefaBe ist bei beiden Ohren gleich geblieben. Es 
ist an dem Ohr der Operationsseite mit dem bloBen Auge eine sehr deutliche 
Veranderung zu sehen. 








aes > sas = do 
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Uber die Produkte 
prolongierter tryptischer Verdauung des Caseins. 


Von 
Sigmund Friinkel, Helene Gallia, Asriel Liebster und Sergej Rosen. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung Wien.) 
(Eingegangen am 30. November 1923.) 


Im hiesigen Laboratorium wurde in einer Reihe von Arbeiten*) 
gezeigt, daB bei sehr lang andauernder Verdauung von EiweiB (Casein) 
mit Trypsin statt der bei kurz dauernder Einwirkung von Trypsin 
beobachteten Spaltung der EiweiBk6rper in die entsprechenden optisch- 
aktiven Aminosduren andere Produkte auftreten, die als Umwandlungs- 
produkte der vorerst gebildeten Aminosiuren zu deuten sind. Dabei 
wurde eine Reihe neuer, durch Fermente bedingter Wirkungen ge- 
funden, die von gréBtem physiologischem und chemischem Interesse 
sind. Das Gemisch von Reaktionsprodukten, welches bei der Auf- 
spaltung von Casein mit Trypsin in soda-alkalischer Lésung nach 
zweimonatiger Einwirkung entsteht, zeichnet sich besonders dadurch 
aus, daB seine Entmischung nach héchst einfachen Methoden glatt 
geht, ohne daB man zu den bekannten eingreifenden Methoden Zu- 
flucht nehmen mu, welche sonst zur Isolierung der Aminosiéuren 
verwendet werden miissen, welche ja auch keine Garantie bieten, daB 
man unveranderte Substanzen erhalt. Es wurden mehrere Gruppen 
von Erscheinungen beobachtet. 

So konnte man vorerst, und das war ja der Ausgangspunkt der 
Untersuchungen, finden, da das 1-Tryptophan und das 1-Tyrosin, der 
Hauptsache nach, sich in das bis dahin unbekannte d-Tryptophan- 
anhydrid bzw. d-Tyrosinanhydrid verwandeln. Diese Anhydride sind 
dermaBen konstituiert, daB zwei Carboxylgruppen derselben Amino- 
siure unter Wasseraustritt miteinander reagieren. Der Umstand, daB 
diese Anhydride die der Ausgangssubstanz entgegengesetzte Drehung 


1) S. Frankel und E. Feldsberg, diese Zeitschr. 120, 218, 1921; S. Frankel 
und P. Jellinek, ebendaselbst 180, 592, 1922; S. Frankel und K. Gallia, 
ebendaselbst 1384, 308, 1922. ; 
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zeigen, konnte entweder in der Weise erklirt werden, wie es ja bei 
einzelnen Tyrosinderivaten bekannt war, da das Umwandlungs- 
produkt der 1-Verbindung rechts dreht, oder in der Weise, daB das 
1-Tyrosin vorerst in das d-Tyrosin tibergeht und dieses durch die Wirkung 
des von uns Anhydrase benannten wasserabspaltenden Ferments in 
das rechtsdrehende Anhydrid iibergeht. Durch die Auffindung des 
d-Tyrosins unter den Spaltungsprodukten des Caseins bei der pro- 
longierten Verdauung ist die Entstehung!) des d-Tyrosinanhydrids 
(wahrscheinlich auch analog die des d-Tryptophananhydrids) in der 
Weise zu erkliren, daB8 fermentativ 1-Tyrosin in d-Tyrosin analog der 
Waldenschen Umkehrung verwandelt wird, und das d-Tyrosin dann 
durch die Anhydrase in das d-Tyrosinanhydrid iibergeht. Das suppo- 
nierte Ferment wurde nach dieser Wirkung Waldenase genannt. 

Bei anderen Aminosiuren wurde aber die gleiche Beobachtung 
nicht gemacht. Sie wurden zum Teil in derjenigen optisch aktiven 
Form gefunden, wie sie auch sonst bei der sauren Hydrolyse gefunden 
wurden, wie die 1-Asparaginsiure, das d-iso-Leucin, zum Teil aber als 
Razemverbindungen wie das Oxyprolin, Serin, Alanin, Glutaminsaure, 
zum Teil aber in beiden Formen, sowohl in der optisch aktiven, als 
auch in der Razemform wie das Valin, und zwar mit der gleichen 
Drehung, wie sie sonst bei den aus EiweiB isolierten Aminosauren 
beobachtet wird. 

Man sieht also bei der prolongierten Verdauung, daB ein Teil 
der Aminoséuren razemisiert wird. 

Aber die Einwirkung geht unter Umstanden noch weiter, da 
Methylamin gefunden wurde, welches aus Glykokoll durch Abspaltung 
der Carboxylgruppe entstanden war. 

Wir haben in der Folge dieser Untersuchungen nun weitere Amino- 
siuren isoliert, welche das Bild erweitern und vervollstandigen, das 
sich uns beim Studium der tryptischen Spaltung in einer langen Periode 
entrollt. 

Es ist uns gelungen, das |-Prolin und das d-Isoleucin auf eine hochst 
einfache Weise zu gewinnen. 

Sehr auffallend war bei diesen Untersuchungen, daB bis jetzt 
kein Leucin gefunden wurde, sondern nur das sonst so schwer isolierbare 
Isoleucin. Wie bekannt, hat man lange Zeit das Leucin als eine ein- 
heitliche Substanz betrachtet und als solche beschrieben, bis es 
F. Ehrlich gelungen ist, die Leucinkupfersalze durch Methylalkohol zu 
scheiden, wobei sich herausstellte, daB die als Leucin beschriebene 
Verbindung aus einem Gemisch von Leucin und Isoleucin besteht, 


1) §. Frankel und K. Gallia, 1. c. 
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von denen das eine eine Methyl-Methyl- und das andere eine Methyl- 
Athylverbindung ist. 

Bei weiteren Untersuchungen sind drei Aminoséuren gefunden 
worden, die zur Aufklarung des ganzen Reaktionsverlaufes beitragen, 
und zwar d, l-Serin, l-Asparaginsdéure und d-Leucinanhydrid. 

Das Serin, welches bei den Spaltungen oft als 1-Serin gefunden 
wird, ist in die Razemform iibergegangen. Die 1-Asparaginsiure hat 
diese Umwandlung nicht mitgemacht. Wir sehen also drei Formen: 
1. Die Razemform: Alanin, Glutaminsiure, Oxyprolin und Serin. 
2. Gar keine Veranderung: d-Isoleucin und 1-Asparaginsdéure. 3. Uber- 
gang in die optische Antipode und teilweise Anhydridbildung: Tyrosin, 
Tryptophan und Leucin. 

Bei unseren Untersuchungen ist gefunden worden: 

1. d-Tyrosinanhydrid, 
2. d-Tryptophananhydrid, 
3. Histidinanhydrid (?), 
4. d-Leucinanhydrid, 
entstanden sowohl durch die Wirkung der Anhydrase, wie auch der 
Waldenase. 
. d-Alanin, 
. d-Glutaminsaure, 
. 1-Oxyprolin, 
. d-Valin (nur zum Teil), 
. 1-Serin, 
werden razemisiert. 
10. 1-Prolin, 
11. d-Isoleucin, 
12. d-Valin (nur zum Teil 1-Asparaginséure), 
erleiden keine Veranderung. 
13. Glykokoll 
unterliegt zum Teil der Einwirkung der Decarboxylase. 

Wie oben erwahnt, war es sehr auffallend, daB man bei den bis- 
herigen Untersuchungen nur das Isoleucin aufgefunden hat, ohne das 
dieses gewohnlich begleitende Leucin isolieren zu kénnen. Es ist uns 
gelungen zu zeigen, daB das Leucin bei der prolongierten Verdauung 
in das Anhydrid iibergeht, wahrend das isomere Isoleucin unverandert 
bleibt. 

Bis nun sind in der Literatur bekannt zwei Arten von Leucin- 
anhydriden, beide auf synthetischem Wege dargestellt. Emil Fischer?) 
beschreibt in seiner Arbeit ,,Synthese der Polypeptide“ das 1-Leucyl- 
1-Leucin, welches peptidartig gebunden ist und beim Behandeln von 


© © -1 S or 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 89, 2893, 1906. 
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d, «-Bromisocapronyl-l-Leucin mit 25proz. Ammoniak gewonnen wird 
und aus Wasser oder Alkohol in langen zugespitzten Nadeln kristal- 
lisiert. Die zweite Form, die durch Vereinigung beider Carboxy]- 
gruppen unter Wasseraustritt zustande gekommen ist, erhielt Destrem!) 
bei der Einwirkung von Benzoylchlorid auf Leucin bei 100°C neben 
Benzoyl-Leucin als amorphen, in Alkohol unldéslichen Kérper. 

Das von uns isolierte Leucinanhydrid stimmt in seinen Eigen- 
schaften mit dem von Destrem beschriebenen vollkommen iiberein. 
Es ist also als ein unter Wasserabspaltung beider Carboxylgruppen 
zustande gekommenes Anhydrid aufzufassen. 

Ferner wurde das d, 1-Serin gefunden. 

Wie aus dem Versuchsteil ersichtlich, gelangten wir zum d, 1-Serin 
auf ganz einfache Weise. Zur scharfen Feststellung haben wir das 
B-Naphthalinsulfoderivat dargestellt. 

Ferner wurde die in wasseriger Lésung links- und in salzsaurer 
Lésung rechtsdrehende Asparaginséure gefunden. Die von uns isolierte 
Asparaginsiure verhilt sich in ihrem optischen Drehungsvermégen 
wie die von £. Fischer beschriebene. Die Asparaginsaure ist also eine 
von den Aminosauren, die bei der prolongierten tryptischen Verdauung 
keine Veranderung erleiden, ahnlich wie das d-Isoleucin. 


Versuchsteil. 
l-Prolin. 

Dieses wurde von E. Fischer nach der Hydrolyse mit konzentrierter 
Salzsiure nach der Estermethode gewonnen. Da es zweifelhaft war, ob 
dieses Prolin ein Primarprodukt oder erst durch die Einwirkung der Salz- 
siure sich bildet, wurden zahlreiche Versuche angestellt*), bei denen 
schlieBlich der Nachweis des Entstehens des Prolins bei rein fermentativer 
Eiwei8spaltung durch Pepsin-Salzsiure und Trypsin gelang. 

Wahrend bei allen Versuchen EH. Fischers und seiner Mitarbeiter nur 
geringe Spuren von Prolin als Primarprodukt gefunden wurden, sehen wir 
bei unserer Untersuchung das Prolin in reichlicher Menge in freiem Zu- 
stande entstehen, und ohne die kemplizierten Wege ist es rein darstellbar. 

Das von uns dargestellte l-Prolin wurde lediglich in der optisch-aktiven 
Form gefunden, und zwar drehten 0,04149 g Substanz in wasseriger Lésung, 
deren Gesamtgewicht 1,7201 g betrug und die die Dichte 1,006 hatten, 
im 0,5-dm-Rohr 0,09° nach links, also hatten wir die spezifische Drehung 
[«]}”” — — 74,089, wihrend E. Fischer fiir sein reinstes Priparat «? = — 77,40° 
angibt. Wir hatten also ein sehr reines Produkt gefunden. 

Wir setzten unsere Verdauung mit 500g reinstem diinischen Casein 
an. Dieses schwemmten wir in 5 Liter 0,8proz. Sodalésung auf, setzten 


1) C. r. 86, 484; Bull. 30, 561 (2). 

2) S. P. L. Sérensen und A. C. Andersen, C. r. du Lab. de Carlsberg 
6, 140, 1905; Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 236, 1908; EH. Fischer und 
E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 81, 1903; 40, 215, 1903; 
Salasckin und Kowalewsky, ebendaselbst 38, 567, 1903. 
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2g Pankreatin zu, schiittelten mit Chloroform und iiberschichteten mit 
Toluol, um Faulnis zu vermeiden. Hierauf wurde die Lésung im Thermo- 
staten bei 37° 60 Tage lang stehengelassen. Nach dieser Zeit zeigte weder 
die Lésung noch der Niederschlag Biuretreaktion. 

Nun wurde die Lésung von dem Niederschlage abfiltriert, dieser mit 
Alkoho] nachgewaschen, das alkoholische Filtrat mit dem Hauptfiltrat 
vereinigt und dieses von Toluol im Scheidetrichter getrennt. 

Der Niederschlag wurde mehrmals mit Wasser ausgekocht; beim 
Einengen dieser Auskochwasser kristallisierte das von Frankel und Feldsberg 
gefundene T'yrosinanhydrid aus. 

Das Filtrat wurde mit Schwefelsiure neutralisiert und mit Queck- 
silbersulfat in 5 vol.-proz. Schwefelséure gefallt, der Niederschlag 24 Stunden 
absitzen gelassen und abfiltriert. Dieser enthielt das Tryptophananhydrid. 
Das Filtrat wurde durch Einleiten von Schwefelwasserstoff quantitativ 
vom Quecksilber befreit und der Schwefelwasserstoff durch Durchleiten 
von Luft verdrangt. 

Nun wurde, wie in der Arbeit von S. Frankel und K. Gallia angegeben ist, 
direkt diese schwefelsaure Lésung mit Phosphorwolframsaure gefallt. Wir 
verwendeten dazu nicht kiaufliche Phosphorwolframsaure, sondern ein von 
uns selbst nach der Methode von Winterstein') dargestelltes reines, voll- 
stindig atherlésliches Praparat. 30g lésten wir in 300 ccm Wasser und 
fallten damit das von Quecksilbersulfid quantitativ befreite schwefelsaure 
Filtrat. Wir setzten so lange von dem Reagens zu, bis in einer kleinen 
Probe des Filtrats kein Niederschlag mehr entstand. Nun lieBen wir den 
Niederschlag absitzen und filtrierten von ihm ab. Wir arbeiteten zunachst 
das Filtrat auf, wahrend die Aufarbeitung des Niederschlages in einer 
anderen Arbeit unseres Instituts beschrieben werden wird. 

Das Filtrat wurde mit reinem, mehrfach umkristallisiertem Atzbaryt 
neutralisiert, dann wurde abfiltriert und durch Einleiten von Kohlenséure 
der Uberschu8 an Barium niedergeschlagen. Nachdem dieser quantitativ 
entfernt war, indem die Lésung unter vermindertem Druck immer wieder 
eingeengt wurde und die Bariumcarbonatniederschlige immer mit heiBem 
Wasser nachgewaschen wurden, bis eine Probe davcn beim Erhitzen mit 
Natronkalk in einer Eprouvette kein Ammoniak entwickelte, begannen 
organische Kristalle auszufallen, die sich als ein Gemisch verschiedener 
Aminosauren erwiesen. 

Aus diesem Gemisch wurden zuniachst Valin und Tyrosin durch 
fraktionierte Kristallisation in reinem Zustande gewonnen, wie in der 
zitierten Arbeit von S. Frankel und K. Gallia beschrieben ist. 

Das Filtrat nach det dort erwihnten sechsten Kristallfraktion (Valin) 
wurde unter stark vermindertem Druck weiter eingeengt. Dabei resultierte 
ein dicker brauner Sirup, der reichlich mit weiBen Kristallen durchsetzt war. 

Der Kristallbrei wurde mit Alkohol in der Kalte mehrmals ausgelaugt, 
die alkoholischen, triib aussehenden Fliissigkeiten abgegossen, miteinander 
vereinigt und 3 Tage an einem kiihlen Orte stehengelassen. Nach dieser 
Zeit konnte man nach Abfiltrieren der weiBen Kristalle eine klare Lésung 
erhalten. De. Niederschlag erwies sich nach mehrmaligem Unikristalli- 
sieren durch Schmelzpunkt und Analysenresultate als Valin. In diesem 
Filtrat fanden wir l-Prolin. 


1) Winterstein, Chem.-Zeitung 22, 539. 
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Der braune Sirup, der nach dem AbgieBen de: alkoholischen Fliissig- 
keit am Boden blieb, wurde besonders behandelt, wie spater ausgefiihrt wird. 
Er enthalt das d-Isoleucin. 


l-Prolin. 


Aus der alkoholischen Mutterlauge schossen beim Einengen gelbliche 
Kristalle an. Sie wurden in méglichst wenig heiBem Wasser gelést, dann 
in der Kalte mit Alkohol] gefallt. Diese Fallung erwies sich als weiteres 
Valin. Das alkoholische Filtrat wurde auf dem Wasserbade bis zur be- 
ginnenden Kristallisation eingeengt. Nun stellte man es wieder an einen 
kiihlen Ort, um der Substanz Zeit zum Auskristallisieren zu lassen. Die 
ausgefallenen Kristalle wurden wiederholt aus heiBem Wasser um- 
kristallisiert, bis der Schmelzpunkt keine Anderung mehr zeigte. 

Die Substanz schmolz bei 220 bis 222°. Dann schritten wir zu Analysen, 
die anfangs sehr erschwert waren, da die Substanz, die bei 105° getrocknet 
war, wahrend der Einwage begierig Wasser anzog. Erst als die Wagungen 
in geschlossenen Réhrchen ausgefiihrt wurden, gelangten wir zu tiberein- 
stimmenden Analysenresultaten. 

Die Verbindung kristallisiert naémlich mit 1 Mol. Kristallwasser. Hat 
man ihr dieses entzogen, so zieht sie an der Luft begierig Feuchtigkeit an‘). 


2,892 mg Substanz .. . 0,302ccem N (14°, 744 mm) 

2,019 ,, i és ce MR, Cn ge Ce Oe gy 

4,169 ,, ag . . . 8,000 mg CO, 2,977 mg H,O 

3,796 ,, i as SS S.7i8 | ,, af 
Ber. fiir C;H,O,N (Prolin): 52,15 Proz.C, 7,88 Proz.H, 12,17 Proz. N, 
Gef. es tae APR eed eer eee eres 52,35 ” ” 7,99 PB) ” 12,16 ” 9? 


52,38 9 9 8,01 ” ” 12,24 9 3? 


Beim Erhitzen einer Probe im Gliihréhrchen entwichen weiBe Wolken. 
die den fiir Pyrrolidinderivate charakteristischen Geruch nach zerriebenen 
griinen Bohnen zeigten und einen mit Salzsiue befeuchteten Fichtenspan 
rot farbten. Die Analysen und Reaktionen zeigen also, daB wir es mit 
Prolin zu tun haben. 


Untersuchung der optischen Aktivitat des Prolins in wdsseriger Lésung mittels 
der Mikropolarisation nach E. Fischer*). 

Wir bereiteten eine Lésung von 0,04149 g Substanz in Wasser, Gesamt- 
gewicht der Lésung 1,7201 g, Dichte 1,006. Die Drehung im 0,5-dm-Rohr 
betrug 0,09° nach links, also die spezifische Drehung [«]}7” = —74,08°. 
Diese Drehung kommt der stirksten bisher bei natiirlicher 1, «-Pynolidin- 
carbonséure gefundenen sehr nahe. £. Fischer*) fand bei seiner aus Casein 
gewonnenen 1, «-Pyrrolidincarbonsaure in einer 7,4 proz. wasserigen Lésung 
als héchsten Wert ong = —177,4°. Wir haben also auf eine sehr einfache 
Weise das l-Prolin isoliert und rein dargestellt. Unser Schmelzpunkt war 
allerdings bedeutend héher als der von E. Fischer*) gefundene. Dieser 
Autor gibt 206 bis 209° als Schmelzpunkt fiir reines 1-Prolin an. Doch 


1) S. P. L. Sérensen, C. r. du Lab. de Carlsberg 6, 156, 1905. 

2) Biochem. Arbeitsmeth. V., 1, 572; Ber. d. deutsch. chem. Ges. 44, 
129, 1911. 

8) HE. Fischer. Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 164, 1901. 
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fanden A. Kossel und H. D. Dakin') fiir dieselbe Substanz den Schmelz- 
punkt 220 bis 222°, der mit dem von uns gefundenen Werte vollstindig 
iibereinstimmt. 

d-Isoleucin. 


Feraer ist es uns gelungen, das d-Isoleucin, welches sich bekanntlich 
nur auBerst schwer nach dem Kupferverfahren vom d-Leucin trennen laBt, 
durch bloBe fraktionierte Kristallisation zu isolieren. Friiher erfolgte 
die Abtrennung des Rohleucins, das ist Leucin + Isoleucin, nach sehr kom- 
plizierten Methoden. Aus dem Gemisch muSte man dann erst durch Uber- 
fiihrung in die Kupfersalze das Isoleucin vom Leucin trennen, die auf Grund 
ihrer verschiedenen Léslichkeit in Methylalkohol voneinander geschieden 
werden konnten. Wir haben das d-Isoleucin sehr rein direkt dargestellt, 
ohne das Leucin in die gleiche Fraktion tiberhaupt zu bekommen, und so 
einen neuen, sehr einfachen Weg zu seiner Bereitung angegeben. F’. Ehrlich*) 
hat diese Substanz aus Melasseschlempe gewonnen und von Leucin getrennt; 
doch gelang es noch nicht, Substanzen gleicher Reinheit auch aus anderen 
EiweiBstoffen zu gewinnen. Der Grund dafiir war wahrscheinlich, daB 
Melasseschlempe und damit auch das Eiwei8 der Riiben neben Isoleucin 
Valin nicht enthalten, daB aber diese Aminosiure, die ein in Methylalkohol 
genau so leicht lésliches Kupfersalz bildet*) wie das Isoleucin, in allen 
anderen bisher untersuchten EiweiSstoffen in gréBerer oder geringerer 
Menge vorhanden ist und infolge ihrer Tendenz, mit dem Isoleucin Misch- 
kristalle zu bilden, stets die véllige Reindarstellung des Isoleucins hindert. 


Auch das Isoleucin aus Blutfibrin‘) verdankt seine um 2° niedrigere 
Drehung nicht, wie friiher angenommen wurde, der Gegenwart von Leucin, 
das sich vielmehr stets quantitativ vom Isoleucin tiber die Kupfersalze 
abtrennen lieB, sondern, wie eingehende Untersuchungen gezeigt haben, 
einer geringen Beimengung von Valin, die infolge der geringen Unterschiede 
in der Elementarzusammensetzung der beiden Aminosiuren oft aus der 
Analyse kaum zu ersehen ist, aber sich in den fiir die optische Drehung 
erhaltenen Werten meist deutlich zu erkennen gibt. Daher lieB sich Iso- 
leucin vom Valin durch die angewandten Methoden, wie z. B. die Kupfersalze, 
nicht trennen, sundern man erhielt nur Gemische aus ungefahr gleichen Teilen 
von Isoleucin und Valin, die auch durch noch so haufig durchgefiihrte 
fraktionierte Kristallisation der Aminosiuren selbst und ihrer Salze und 
Derivate nicht zu trennen waren. Dabei blieb es gleichgiiltig, ob das Roh- 
leucin, das als Ausgangsmaterial diente, durch direktes Eindampfen der 
von der Saure befreiten hydrolysierten Lésungen oder aus den betreffenden 
Fraktionen nach der Fischerschen Estermethode gewonnen war, stets 
wurden ungefahr gleich zusammengesetzte Mischkristalle aus Isoleucin und 
Valin erhalten. Ahnliche Erfahrungen sind auch von anderer Seite an 
verschiedenen EiweiBstoffen gemacht worden. Nach vielen vergeblichen 
Versuchen gelang schlieBlich F. Ehrlich die ungefaihre Abtrennung von 
Isoleucin aus valinreichen EiweiSstoffen in der Weise, da8 die zuerst er- 
haltenen Gemische von Isoleucin und Valin zunichst mit Barytwasser 
unter Druck erhitzt, dann wie iiblich wieder in die Kupfersalze verwandelt 


1) A. Kossel und H. D. Dakin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 41, 411, 1904 
2) F. Ehrlich, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 40, 2438, 1907. 
3) E. Schulze und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 38, 1905. 
4) F. Ehrlich, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 87, 1809, 1904. 
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und diese mit kaltem Methylalkohol geschiittelt oder mit Athylalkohol 
ausgekocht wurden, wobei das Kupfersalz des zum Teil umgelagerten Iso- 
leucins langsam in Lésung geht, wahrend die Kupferverbindung des raze- 
mischen Valins, die von Methylalkohol in nur sehr geringem Mae, von 
Athylalkohol gar nicht aufgenommen wird, fast vollstandig ungelést bleibt. 
Es wurde aber nur eine sehr geringe Ausbeute erhalten. 


d-Isoleucin. 


Der mit Alkohol ausgelaugte Sirup wurde, nachdem die alkoholische 
Fliissigkeit abgegossen war, einige Tage im Vakuumexsikkator iiber Schwefel- 
siure stehengelassen. Es entstand ein dicker Kristallbrei, den wir auf 
Tonplatten strichen und unter vermindertem Druck itibee Schwefelsiure 
einige Tage stehen lieBen. Dann wurden die Kristalle, die nahezu rein 
weiB8 waren, von den Tonplatten abgekratzt und durch Umkristallisieren 
aus heiBem Wasser von den anhaftenden Tonteilchen getrennt. 


Es fielen schéne weiBe Kristalle aus, die schwer zu benetzen waren 


und sich ziemlich schwer in Wasser lésten. Nach mehrmaligem Umkristalli- 
sieren aus heiBem Wasser, anfangs unter Zusatz von Tierkohle, konnte 
die Substanz mit konstantem Schmelzpunkt erhalten werden. 

Sie schmolz bei 284° (Block Maquenne). 


Die Analysen ergaben folgende Resultate: 


2,430 mg Substanz . .. 0,223cem N (15,5°, 747 mm) 
2,111 ,, a vies, OAM: ARM, 147) 
5,190 ,, - . . « 10,440mg CO, 4,642 mg H,O 
4,618 ” ” Gian e 9,306 ” ” 4,066 ” ” 
Ber. fiir Leucin C,H,,NO,: 54,92 Proz.C, 9,99 Proz. H, 10,68 Proz. N 
Gef pew ” 39 10,01 ” ” 10,67 ” ” 
CS okyigg nk aati Agia nreigt cle. 54,97 99 99 9,85 > 9° 10,72 > ” 


Mikropolarisation des Isoleucins in wasseriger und 
salzsaurer Lésung. 


Zur Entscheidung, ob wir das Leucin oder Isoleucin in Hiinden hatten, 
muBten wir die optische Aktivitét der Substanz in wisseriger und salz- 
saurer Lésung bestimmen. Denn das d-Leucin dreht die Ebene des polari- 
sierten Lichtes in wiasseriger Lésung rechts, in salzsaurer Lésung hingegen 
links; und umgekehrt dreht das |-Leucin in wasseriger Lésung links, in 
salzsaurer rechts. 

Hingegen dreht das d-Isoleucin in wasseriger und salzsaurer Losung 
rechts, das 1-Isoleucin in beiden Fallen links. 

Wir bedienten uns bei der Untersuchung der optischen Aktivitat 
unserer Substanz der Mikropolarisationsmethode nach LE. Fischer und 
fanden beide Male sowohl in wisseriger als auch in salzsaurer Lésung 
Rechtsdrehung, haben also das d-Isoleucin vor uns. 

Wir bereiteten eine Lésung von 0,031797 g Substanz in Wasser. Das 
Gewicht der Lésung betrug 2,0378g, die Dichte 1,004. Die Drehung 


im 0,5-dm-Rohr 0,01° nach rechts. Demnach [e]}” = + 12,779. 


Nun untersuchten wir dieselbe Substanz auf ihre Drehung in salz- 
saurer Lésung: 0,02307g Substanz gaben, in Salzsiure von der Dichte 1,15 
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gelést, Gesamtgewicht der Lésung 2,1169 g, Dichte derselben 1,1141, eine 
Drehung von 0,24° nach rechts. Demnach [a = + 39,53°. 


Unsere Werte stimmen nahezu mit den Werten iiberein, die Locquin') 
fiir das synthetisch dargestellte Produkt fand, und die die héchsten Werte 
sind, die in der Literatur angegeben sind. 

Er fand fiir eine 3,08proz. Lésung von d-Isoleucin in Wasser 
[Jp = +11,29°. Fiir eine 4,64 Proz. d-Isoleucin enthaltende in 20proz. 

- Salzséure [em = + 40,61°. 

Unsere Werte sind bedeutend Aéher als die Drehung, die F. Ehrlich*) 
fiir sein aus Melasseschlempe gewonnenes, also auch natiirliches d-Isoleucin 
angibt. 

Die Substanz von F’. Ehrlich, welche aus Melasseschlempe gewonnen und 
von Leucin getrennt war, zeigte den Drehungswert [a = + 9,749, 

Unser Prdparat zeigte eine Drehung von [ai = ‘-12,77°, war also am 
reinsten, denn Locquins synthetisches Praparat ergab nur einen Drehungs- 
wert von [a — + 11,299, 

Die kleinen Differenzen zwischen unseren Werten und den Werten 
fiir das synthetisch dargestellte Praparat kénnen durch Versuchsfehler 
bedingt sein, die sich infolge unserer kleinen Einwagen gleich sehr ver- 
groBern. Denn bei der Mikropolarisation bedingt ein Ablesungsfehler von 
0,01° gleich eine Anderung der spezifischen Drehung um mehrere Grade. 
Unser Praparat diirfte also sehr rein sein, wofiir auch spricht, daB es bei 
284° unter Schiumen schmilzt, das Praiparat von F. Ehrlich aber bei 280° 
(unkorrigiert), was ja ebenso wie die Drehungswerte mit dem reinsten 
bisher dargestellten Praparat ziemlich tibereinstimmt. 

Durch diese Untersuchung haben wir 1. unzweifelhaft bewiesen, daB das 
1-Prolin ein direkter Bestandteil des EiweiBes ist, also nicht erst als sekun- 
dares Produkt bei der Veresterungsmethode entsteht, da wir ja gar keine 
Saure angewendet haben; 2. haben wir eine héchst einfache Methode aus- 
gearbeitet, das 1-Prolin darzustellen und vollkommen rein, ohne Razem- 
kérper zu gewinnen. Dank unserer sehr schonenden Arbeitsweise, haben 
wir ein Produkt erhalten, das der starkst drehenden bisher gefundenen 
1, «-Pyrrolidincarbonsaéure sehr nahe kommt. 

Es erweist sich, da®B das 1-Prolin und d-Isoleucin im Gegensatz zu 
den in friiheren Arbeiten von uns beschriebenen Tatsachen durch die 
prolongierte Einwirkung des pankreatischen Ferments keine Veraénderung 
erleidet. 

Nun wichen wir von dem in den friiheren Arbeiten geiibten und dem 
oben beschriebenen Verfahren ab. Wir lieBen das nun alkoholhaltige Filtrat 
der Verdauung 14 Tage stehen, ohne es vorher mit Quecksilber und Phosphor- 
wolframsiure zu fallen. Dabei schied sich ein Kérper aus. Da er ganz 
braun war, wurde er mehrmals mit Tierkohle gekocht und zuerst aus Wasser 
umkristallisiert. In Wasser war er aber sehr leicht léslich. Wir kochten 
ihn mit Alkohol, filtrierten den unléslichen Teil ab und engten das. alko- 
holische Filtrat ein. Dabei schied sich ein Kérper aus, der nach zweimaligem 
Umkristallisieren aus Alkohol einen konstanten Schmelzpunkt zeigte. 


1) R. Locquin, Bull. de la Soc. chim. (4) 1, 604, 1907. 
2) F. Ehrlich, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 41, 1453, 1908. 
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Dieser Schmelzpunkt (200°)!) ist mit dem der d, 1-Glutaminsaure identisch. 
Der Korper wurde bei 100° getrocknet und analysiert. 


5,372 mg Substanz .. . 8,091 mg CO, 2,987 mg H,O 

6,443 ,, * 0 tee BR gs. 5 9686 ys 

3,582 ,, * . . « 0,301 com N (16°, 743 mm) 

2,733 ,, PY a: <i RMR eg 2 he (18%, 748. .,:) 

Ber. fiir C,; H, N O, (Glutamin- 

OM Ss 5s So . 40,80 Proz.C 6,17 Proz. H 9,52 Proz. N 
Geb SS a Ak yer on RE es 
| 8 SARS: aa eR: ieee 


Die von uns isolierte Glutaminsaéure erwies sich beim Polarisieren 
im Landolt-Lippichschen Halbschattenpolarisationsapparat als optisch 
inaktiv. Es war also die d, l-Glutaminsdure. 


d, l-Oxyprolin. 

Den in Alkohol unléslichen Teil der oben erwaéhnten Fraktion lésten 
wir in Wasser. Da er aber in Wasser sehr leicht léslich war und daher 
schlecht kristallisierte, versuchten wir, ihn mit Alkohol zu fallen. Bei 
Zusatz von Alkohol triibte sich die Fliissigkeit, und bei weiterem Zusatz 
von Alkohol fiel der K6rper in fettig glanzenden Blattchen aus. Diese 
Operation wurde noch einmal wiederholt. Der Kérper hat den Schmelz- 
punkt 270° in der zugeschmolzenen Kapillare erhitzt, der dem von S. Frankel 
und P. Jellinek gefundenen Oxyprolin entspricht. Die Dampfe farbten 
einen mit Salzsiure benetzten Fichtenspan rétlich (Pyrrolreaktion). Es 
war also sicher, daB es tatsichlich das Oxyprolin war. 


d, l-Alanin. 


Die von der Glutaminséure und vom Oxyprolin abfiltrierte Fliissigkeit 
wurde mit viel Alkohol versetzt und im Vakuum stark eingeengt. Beim 
Erkalten fiel aus der Fliissigkeit eine harzartige Substanz. Dieses Harz 
wurde mit heiBem Alkohol gut zerrieben. Dabei ging ein Teil des Harzes 
in Lésung; diese wurde ein wenig im Vakuum eingeengt, und dabei kristalli- 
sierte ein Kérper aus. Schon nach dem zweiten Umkristallisieren zeigte 
er den Schmelzpunkt des Alanins, aber nur nach mehrmaligem Umkristalli- 
sieren aus Alkohol erhielten wir gut iibereinstimmende Analysenwerte. Der 
Kérper schmolz in der zugeschmolzenen Kapillare erhitzt, bei 294°*), und 
wurde bei 110° getrocknet. 


6,401 mg Substanz .. . 9,512mg CO, 4,575 mg H,O 
5,929 ,, Pe oi Xe epg Rigg tay 4,247 ,, 45 
2,338 ,, + . « « 0,321 com N (15°, 741 mm) 
3,110 ,, ” oe. eee (16°, 741 ,, ) 


Ber. fiirC,H,NO, (Alanin) . 40,42 Proz.C 7,92 Proz. H_ 15,73 Proz. N 
40,54 > ” 7,99 9° ” 15,87 ” 9° 
40,33 ” > 8,02 > ””> 15,92 > 9° 


Bei der Untersuchung im Polarisationsapparat erwies sich der Korper 
als optisch inaktiv. Es war also das d,1-Alanin. 


1) E. Fischer, Kropp, Stahlschmidt, Liebigs Ann. 865, 183. 
*) HE. Fischer und Leuchs, Sitzungsber. d. preuB. Akad. d. Wiss. Berlin 
6, 78, 1902. 
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Benzoyl-d, l-Alanin. 


Zur weiteren Identifizierung des von uns isolierten Alanins haben wir 
seine Benzoylverbindung') dargestellt. 

0,5 g des d,l-Alanins wurden in 5ccm Wasser gelist, dann 4g 
gepulvertes Natriumbicarbonat und in kleinen Portionen 2,5 g Benzoyl- 
chlorid (3 Mol.) hinzugegeben und bei Zimmertemperatur fest geschiittelt. 
Nach einer Stunde war der Geruch des Benzoylchlorids verschwunden, 
und als die filtrierte Fliissigkeit mit Salzsiture angesiuert wurde, schied 
sich ein dicker Kristallbrei ab, welcher aus Benzoeséiure und Benzoyl- 
alanin bestand. Derselbe wurde nach laingerem Stehen filtriert, mit Petrol- 
ather zur Entfernung der Benzoesiure gewaschen, getrocknet und wiederholt 
mit Petrolather ausgekocht. Das zuriickgebliebene Benzoylalanin wurde 
einmal aus heiBem Wasser umkristallisiert und bei 110° getrocknet. Der 
Schmelzpunkt (162°) war mit dem von Baum?) angegebenen identisch. 
Die Stickstoffbestimmung ergab folgende Werte: 

2,245 mg Substanz . . . 0,145ccm N (18°, 741 mm) 

3,117 ,, 2 ee Sa wee) 

Ber. fiir C,)H,, NO, (Benzoylalanin) . . . 7,26 Proz. N 
ae un. be 
tree ” ” 


Glykokoll. 


Das Filtrat von Alanin wurde zu der wasserigen Lésung des im Alkohol 
unléslichen Teiles des Harzes dazugegeben und das Ganze mit viel Alkohol 
versetzt und umgeriihrt. Es schied sich dabei ein voluminéser Niederschlag 
ab, woriiber spiter berichtet wird. Das Filtrat davon wurde im Vakuum 


stark eingeengt. Es schied sich beim Erkalten ein dicker Kristallbrei aus. 
Er wurde abfiltriert und auf der Zentrifuge mit Alkohol gewaschen. Nach 
wiederholtem Zentrifugieren erhielten wir einen vollkommen weiSen K6rper, 
der aus viel Alkohol umkristallisiert wurde. Der Kérper erwies sich nach 
dem Schmelzpunkt 238° (Block Maquenne) und nach der Analyse als 
Glykokoll. Curtius*) gibt fiir den korrigierten Schmelzpunkt 236° an. 


7,077 mg Substanz .. . 8,266mg CO, 4,368 mg H,O 
6,384 ,, et ees A me ig 1 es 
3,718: ,, ¥ . . « 0,443 com N (14°, 739 mm) 
2,446 ,, me 5 MRO ae gc OE TO) 
Ber. f. C,H, N O, (Glykokoll): 31,98 Proz.C 6,72 Proz.H 18,67 Proz. N 
SER a RR Se ae ae ok 
9? ? 6,97 ° %? 18,76 ” ” 


Die von uns erhaltene Glykokollmenge war sehr gering. 


Glykokoll-pikrat. 

Um das Glykokoll weiter zu identifizieren, stellten wir sein Pikrat dar. 
0,05 g Glykokoll wurden in sehr wenig heiBem Wasser gelést und 0,2 g 
Pikrinséure in alkoholischer Lésung hinzugegeben. Beim Erkalten kristal- 
lisierte das Glykokollpikrat aus, das sich nach dem Schmelzpunkt (190°) 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 82, 2454, 1899. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 465, 1885. 
8) Journ. f. prakt. Chem. (2) 26, 157. 
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und Stickstoffgehalt vollkommen identisch mit dem von Levene!) dar- 
gestellten Korper erwies. Der Korper wurde im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet. 


4,031 mg Substanz .. . 0,644cecm N (16°, 746 mm) 
2,802 ,, ee 8 NE oo 5 ER ERS 4 
Ber. f. C,H,N,O, (Glykokollpikrat) . . . 18,43 Proz. N 

Bs 3 ; {18,53 ,, 5, 
Se ga Saas wk ak a Kash dis <0 


Interessant ist die Isolierung des Glykokolls. 


Wahrend Karl Spiro*) behauptete, daB Casein kein Glykokoll enthalt, 
hat EH. Fischer*) im Casein das Glykokoll nach seinem bekannten Ester- 
verfahren nachgewiesen. 


Dann hat Z. Skraup*) mitgeteilt, daB Casein unter Umstanden Glykokoll 
enthalten kénne, wenigstens erhielt er bei der Hydrolyse einer von E. Merck 
dargestellten Caseinsorte ein Gemisch von Alanin und Glykokoll. 


E. Abderhalden und A. Hunter*) behaupten aber, die Ursache davon 
sei die, daB Skraup kein reines Casein fiir seine Versuche verwendet habe. 
Sie behaupten, daB das Glykokoll sich nicht im Casein befinde, sondern 
in den das Casein begleitenden Proteinen (Albumin, Globulin usw.). Sie 
entfernten aus Kuhmilch das Casein méglichst sorgfaltig und gewannen 
aus seinem Filtrat durch Kochen das Globulin und Albumin. Die Mischung 
von beiden wurde der sauren Hydrolyse unterworfen. Durch Einimpfen 
eines Kristéllchens von Glykokollesterchlorhydrat in die erste und zweite 
Fraktion haben sie das Glykokoll isoliert. 


Wir arbeiteten mit einem reinsten danischen Casein und haben daraus 
Glykokoll gewonnen. Die Ausbeute war aber sehr gering (wir erhielten 
aus 500g Casein 0,1 g Glykokoll). Zu dessen Identifizierung haben wir 
das Pikrat dargestellt. 

Es scheint also, daB der Gehalt des Caseins an Glykokoll von seiner 
Herstellung abhangt und bei der so geringen Menge ist ja anzunehmen, 
daB Glykokoll aus einem anderen anhaftenden EiweiBkérper der Milch 
stammt. 

Wie schon friiher erwihnt wurde, haben S. Frankel und P. Jellinek 
unter den Produkten der Verdauung Methylamin gefunden. Die Bil- 
dungsweise des Methylamins im Verlaufe der protrahierten Trypsin- 
verdauung kénnte man sich auf zwei Arten erklaren. Entweder durch die 
Abspaltung einer methylierten Aminosiure und deren weiteren Abbau 
durch das Trypsin oder durch die Decarboxylierung des Glykokolls. Da 
die erste Annahme dadurch, da8 methylierte Aminoséuren bisher als 
Spaltungsprodukt des EiweiBes noch nicht aufgefunden und speziell ihr 
natiirliches Vorkommen bei irgendwelchen physiologischen Prozessen noch 
nicht nachgewiesen werden konnte, unwahrscheinlich erscheint, liegt nun- 
mehr die Méglichkeit nahe, das von S. Frankel und P. Jellinek gefundene 
Methylamin als Decarboxylierungsprodukt des Glykokolls aufzufassen. 


1) Journ. of biol. Chem. 1, 413, 1906. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 188, 1899. 
*) Ebendaselbst 88, 151, 1901. 

*) Monatshefte f. Chem. 26, 1343, 1905. 

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 404, 1906. 
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Die Tatsache, da8 wir das Glykokoll gefunden haben, beweist diese 
Theorie vollstandig; es scheint nur, da®’ die Wirkung der Decarboxylase 
nicht quantitativ das ganze im Casein enthaltene Glykokoll erfaBt, sondern 
nur die Hauptmenge. 

Die Vermutung, daB ein so weitgehender Abbau von EiweiSkérpern, 
wie bei uns tiber Glykokoll bis zum Methylamin méglich und auf fermen- 
tative Wirkung zuriickzufiihren sei, wurde schon in den in unserem Institut 
vorgenommenen Arbeiten iiber die Aminosiuren im Secale cornutum von 
S. Frankel und J. Rainer) ausgesprochen. 

Doch ist weder ein solcher Abbau des Glykokolls, noch die decarboxy- 
lierende Wirkung des tryptischen Ferments bei der Verdauung bisher 
bekannt. 

In allen Arbeiten wurde die optisch aktive d-Glutaminsaure gefunden. 
Die von uns auf eine sehr einfache Weise isolierte Glutaminsaéure zeigte 
keine Drehung. Es war also die Razemform die d, l-Glutaminsaure. 

Man kann die d, 1-Glutaminsaure kiinstlich aus der optisch aktiven 
Form erhalten, wenn man die d-Glutaminsaure mit kristallinischem Barium- 
hydroxyd 9 Stunden im Autoklaven auf 160 bis 170° erhitzt?). Es gibt 
auch andere Verfahren dazu, aber unter den Produkten der Hydrolyse 
oder der Verdauung des Caseins wurde die d, l-Glutaminsiure noch nicht 
gefunden. 

d, l-Valin. 

S. Frankel und K. Gallia haben die Aminoisovalerianséure im Filtrat 
von der Phosphorwolframsaurefallung durch fraktionierte Kristallisation 
gewonnen. Es ist ihnen gelungen, auf diese Weise das d- und das d, 1-Valin 
zu isolieren. 

Wir sind nun anders vorgegangen. Wir haben dem alkoholischen 
Filtrat vom Glykokoll neutrales Bleiacetat in alkoholischer Lésung zu- 
gesetzt. Es fiel ein Niederschlag aus, den wir mit Schwefelwasserstoff 
zerlegten, und beim Einengen des Filtrats vom Schwefelblei kristallisierte 
die Aminoisovaleriansiure in ihrer Razemform aus. 

Das alkohclische Filtrat von Glykokoll wurde mit neutralem Bleiacetat 
in alkoholischer Lésung versetzt. Die Fliissigkeit triibte sich sofort, und 
nach zweitagigem Stehen schied sich am Boden des Glases eine weiBe 
Masse ab. Die Fliissigkeit wurde abdekantiert, der ausgefallene Koérper 
in wenig Wasser aufgeschwemmt und Schwefelwasserstoff eingeleitet. Das 
ausgeschiedene Schwefelblei wurde abfiltriert, das Filtrat durch Luft- 
durchleiten vom iiberschiissigen Schwefelwasserstoff befreit und im Vakuum 
eingeengt. Es kristallisierte ein hellbrauner Koérper aus, der, mit Tierkohle 
gekocht und zweimal aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert, sich nach 
dem Schmelzpunkt in zugeschmolzener Kapillare (296°)*) und Stickstoff- 
gehalt als das von S. Frankel und K. Gallia gefundene Valin erwies. Die 
Substanz zeigte keine optische Aktivitat. 


3,630 mg Substanz . . . 0,383cem N (15°, 742 mm) 
3,386 ,, i 5 eg teas ae Ce age 
Ber. fir C,H,,NO, (Valin). . . .. . . 11,96 Proz. N 
{12,21 ” ” 
Gef. . . jam 


1) Diese Zeitschr. 74, 167, 1916. 
2) E. Fischer, Kropp und Stahischmidt, Liebigs Ann. 260, 123. 
3) Slimmer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 35, 401, 1902. 


Biochemische Zeitschrift Band 145. 16 








238 S. Frankel, H. Gallia, A. Liebster u. S. Rosen: 


Alle Korper, die bis jetzt bei den oben erwahnten Arbeiten nach- 
gewiesen wurden, sind in der Weise isoliert worden, daB man das Filtrat 
des Verdauungsgemisches mit Schwefelsiure und Quecksilbersulfatlésung 
versetzte und den entstehenden Niederschlag und das Filtrat davon separat 
verarbeitete. Da dieses Verfahren vorliufig keine weiteren Resultate 
zeitigte, wichen wir von ihm in der Weise ab, daB wir den festen Riickstand 
der Verdauung mit Wasser und das Filtrat mit Alkoho] statt mit Queck- 
silbersulfat verarbeiteten. Es ist uns dabei gelungen, einige K6rper zu 
isolieren, welche die schon friiher erwahnten Funktionen des tryptischen 
Ferments vollkommen beweisen. 

In dem oben beschriebenen alkoholischen Filtrat wird zuerst die 
Glutaminsiure und das Oxyprolin isoliert. Das zuriickgebliebene, von 
diesen Verbindungen befreite Filtrat wurde mit viel Alkohol versetzt, 
von der Fallung abgeschieden und das Filtrat im Vakuum stark eingeengt. 
Beim Erkalten entstand eine sirupdse Fliissigkeit. Dieser Sirup wurde 
mit heiBem Alkohol gut verrieben. Dabei ging ein Teil vom Sirup in Lésung. 
Diese Lésung wurde im Valkuum konzentriert, worauf Kristalle sich aus- 
schieden, die als d,l-Alanin erkannt wurden. 


d, l-Alanin. 

Das von E. Fischer und Z. Skraup isolierte Alanin erwies sich als optisch 
aktiv, und zwar als das d-Alanin. Der von uns auf viel einfachere Weise 
isolierte K6érper erwies sich bei der Polarisation als optisch aktiv. Es war 
also das d, 1-Alanin. 

In den Produkten der Hydrolyse oder der Verdauung des Caseins 
wurde es aber noch nicht gefunden. 

Zu seiner weiteren Identifizierung haben wir seine Benzoylverbindung 
dargestellt, die sich vollkommen identisch mit dem von E. Fischer') dar- 
gestellten Benzoyl-d, 1-Alanin erwies. 

Das Filtrat vom Alanin wurde nun zu der wisserigen Lésung des in 
Alkohol unldéslichen Teiles dazugegeben und das Ganze mit viel Alkohol 
versetzt und stark umgeriihrt. Dabei schied sich ein voluminéser Nieder- 
schlag ab, von welchem abfiltriert wurde. 


d, l-Serin. 

Die alkoholische Lésung wurde im Vakuum eingeengt und mit Alko- 
hol gefallt, der entstandene Niederschlag wurde mit Alkohol mehrmals 
gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden neuerlich im Vakuum ein- 
geengt bis zur beginnenden Kristallisation. Nach dem Erkalten wurden 
die Kristalle scharf abgesaugt und aus heiSem Wasser bei Zusatz von 
Tierkohle umkristallisiert, bis der Schmelzpunkt 240°C konstant blieb. 
Die im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknete Substanz wurde der 
Elementaranalyse unterworfen. 

7,674 mg Substanz gaben 9,651 mg CO, und 4,651 mg H,O 


8,135 3° s° °° 10,256 9° ° ° 4,806 °° 9° 
4,143 ,, ae Se 0,471 cem V (p 750mm, ¢t 15°C) 
3,466 ,, iss “ss 0,306», ww (pp TO ,, t 16°C) 


Ber. fiir C,H,NO,: 34,26 Proz.C 6,72 Proz.H 13,34 Proz. N 
Gef | 34,31 9: 9° 6,78 9 9° 13,30 99 9° 
= : : : ( 34,39 9s 9° 6,61 > 9° 13,36 9» > 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 32, 2454, 1890. 
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Die Elementaranalyse ergibt also Werte, die genau fiir die oben auf- 
gestellte Formel stimmen, welche die Forme] des Serins ist. Auch der 
Schmelzpunkt stimmt mit dem von £. Fischer!) beschriebenen itiberein. 
Es war also anzunehmen, da8 hier das Serin vorliegt. 


Bei der Untersuchung auf das optische Drehungsvermégen erwies 
sich der K6rper als optisch inaktiv. 


8-Naphthalinsulfo-serin. 


Zur genauen Identifizierung haben wir auch die £-Naphthalinsulfo- 
verbindung dargestellt. Zwei Molekiile 8-Naphthalinsulfochlorid in Ather 
gelést, wurden mit einem Molekiil der Substanz in der berechneten Menge 
N-Natronlauge aufgelést und mit der Schiittelmaschine geschiittelt. In 
Intervallen von 1 bis 14% Stunden wurde noch dreimal die gleiche Menge 
N-Natronlauge zugefiigt. Das Reaktionsprodukt wurde dann von der 
atherischen Schicht getrennt und abfiltriert. Das alkalische Filtrat wurde 
mit Salzsiure versetzt, worauf ein amorpher Kérper sich ausschied. Dieser 
wurde nochmals in verdiinntem Alkali gelést und mit Salzsaiure bis zur 
Triibung versetzt. Nach kurzer Zeit schieden sich Kristalle aus, die, aus 
Wasser umkristallisiert, bei 210°C schmolzen. Dieser Schmelzpunkt stimmt 
mit dem in der Literatur angegebenen iiberein*). 


Die Stickstoffbestimmung ergab Werte, die auf das §-Naphthalinsulfo- 
serin genau stimmten. 





3,268 mg Substanz gaben 0,136 cem V (750mm, 15°C) 





3,724 ,, e be: Ais ee. ge ARO as AROO) 
Ber. fiir C,;H,,NSO,.. . . . 4,74 Proz. N 
4,86 %° 7° 
Gia: ese see pee eal ecm em “ 


Somit war es festgestellt, daB hier tatsichlich das d, 1-Serin vorliegt. 





l-Asparaginsdure. 

Der sirupése Niederschlag, in Wasser aufgelést, wurde mit Sublimat 
gefallt so lange, bis das Filtrat auf neuerlichen Zusatz von Sublimat keine 
Fallung mehr gab. Vom Niederschlage wurde abfiltriert. Das Filtrat 
wurde mit Schwefelwasserstoff gesattigt; vom ausgeschiedenen Quecksilber- F 
sulfid wurde abfiltriert und mehreremal mit Wasser nachgewaschen, der } 
iiberschiissige Schwefelwasserstoff mit Kohlensiiure verjagt. Um die 4 
aus dem Sublimat stammende Salzsiure zu entfernen, haben wir das Filtrat i 
mit Bleiglatte versetzt und vom ausgefallenen Bleichlorid abfiltriert. Um 
in Lésung befindliches Blei zu entfernen, wurde neuerdings Schwefel- 
wasserstoff bis zur Sattigung eingeleitet, vom ausgeschiedenen Schwefelblei 
wurde abfiltriert. Nun wurde der in der Lésung befindliche Uberschu8 
an Schwefelwasserstoff mittels Luft an der Wasserstrahlpumpe verjagt. 
Die gefairbte Fliissigkeit wurde im Vakuum bis zur beginnenden Kristal- 
lisation eingeengt. Die abgesaugten Kristalle wurden aus Wasser mehreremal 
umkristallisiert, bis der Zersetzungspunkt nicht mehr anstieg. Die tber 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 156, 1903. 
2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 35, 3784, 1902. 
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Schwefelséure getrocknete Substanz wurde der Elementaranalyse unter- 
worfen. 
7,982 mg Substanz gaben 10,593 mg CO, und 3,697 mg H,O 


7,204 ,, a a Wen a, as si IE sk cee 
4,209 ,, is Sy 0,381 com V (p 750mm, ¢ 13°C) 
3,154 ,, a ‘ 0,282 ,, », (p 750 ,, # 12°C) 
Ber. fiir C,H,NO, (Aspara- 
ginsfiure) ..... ... 36,07 Proz.C 5,30Proz.H 10,53 Proz. N 
Gef. . eee” See” aa 
eo .  : Soe \ 7 reat |. vee 


Der Zersetzungspunkt bei 270°C in der zugeschmolzenen Kapillare 
stimmt mit dem in der Literatur angegebenen iiberein'). 

Bei der Untersuchung auf das optische Drehungsvermégen erwies 
sich diese Substanz als linksdrehend. Eine 1,5proz. Lésung in 10proz. 


Salzsiiure drehte im 1-dm-Rohr die D-Linie 0,08° nach rechts, [«]}? = + 5,33°. 
Die von E. Fischer*) beschriebene Asparaginséure, gewonnen bei der salz- 
sauren Hydrolyse des Caseins, drehte [¢]) = + 7,63° in 10proz. salzsaurer 
Lésung. 

Leucin-anhydrid. 


Der Quecksilberniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, 
vom ausgeschiedenen Quecksilbersulfid wurde abfiltriert, das Filtrat nach 
Verjagen des Schwefelwasserstoffs mit Bleiglitte versetzt, um die freie 
Salzsiure zu entfernen. Vom ausgefallenen Chlorblei wurde filtriert und 
zur Entfernung des in Lésung gebliebenen Bleies neuerlich Schwefelwasser- 
stoff eingeleitet. Vom Schwefelblei wurde abfiltriert. Dann wurde Schwefel- 
wasserstoff aus dem Filtrat mittels Luft verjagt. Die Lésung wurde im 
Vakuum eingeengt, worauf ein fester K6rper hinterblieb, der sich als amorph 
und in Alkohol unléslich erwies. Dieser wurde aus wenig Wasser mehr- 
mals umkristallisiert, bis der Schmelzpunkt bei 255°C konstant blieb. Die 
iiber Schwefelsdure getrocknete Substanz wurde der Analyse unterworfen. 


8,624 mg Substanz gaben 18,672 mg CO, und 7,664 mg H,O 


7,284 9° ° %° 15,787 > 9 ” 6,426 9° 9 
4,218 ,, ‘ a 0,417 com V (p 750mm, ¢ 13°C) 
4,769 ” ” ” 0,474 ” ” (p 759 ” t 17° C) 


Ber, fiir C,,H,,N,O;. . 58,96 Proz.C 9,90 Proz.H 11,74 Proz. N 
Gef 59,06 ” ” 9,94 ” ” 11,65 ” re 
. j 59,13 ” ” 9,87 ” ” 11,69 ” % 


Die Analysenwerte stimmen also fiir die oben aufgestellte Formel, 
welche fiir das Anhydrid des Leucins paBt. Es war nun noch festzustellen, 
ob hier ein unter Wasserabspaltung beider Carboxylgruppen zustande 
gekommenes Anhydrid oder ein peptidartig gebundenes Anhydrid vorliegt. 
Durch die Bestimmung der Aminogruppen mittels der Formoltitration 
nach Sérensen wurde festgestellt, daB dieser Kérper keine freien Carboxy]- 
gruppen enthilt. 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 1632, 1895. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 171, 1901. 
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Formol-titration. 


0,1312 g Substanz wurden in 20cem n/10 Salzséure aufgelést und 
mit 10ccm einer vorher frisch bereiteten Formaldehydlésung versetzt. 
Beim Zuriicktitrieren mit n/10 Lauge haben wir gar keinen Uberschu8 
an Lauge verbraucht. Hiermit ist bewiesen, daB die Substanz tatsiachlich 
keine freien Carboxylgruppen enthialt. 

Auf diese Weise konnten wir feststellen, da8 das vorliegende Leucin- 
anhydrid in seinen Eigenschaften identisch ist mit dem in der Einleitung 
erwahnten, von Destren beschriebenen, unter Wasseraustritt beider Carb- 
oxylgruppen entstandenem. 

Bei der Untersuchung auf das optische Drehungsvermégen erwies 
sich diese Substanz als rechtsdrehend. Eine 0,13proz. wisserige Lésung 
im 1-dm-Rohr drehte im groBen Landolt-Lippichschen Halbschattenapparat 
die D-Linie 0,1 nach rechts. [al = +7,5°. Nach einer Woche ist das 
Drehungsvermégen um ein wenig gesunken. Dieselbe Lésung drehte nun- 
mehr 0,09 nach 1echts, [aie = + 6,15°. 
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Eine jodometrische Bestimmung des Natriums. 


Von 
M. Balint und H. Petow. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1923.) 


Durch das Erscheinen der Arbeit von Hans Miiller in der Helv. 
Chim. Acta 6, 1152, 1923, sehen wir uns veranlaBt, einiges iiber noch 
nicht abgeschlossene Versuche mitzuteilen. Im Sommer 1923 haben 
wir eine Methode zur Bestimmung von Na ausgearbeitet, die Ende 
Juli in fast derselben Form vorlag, wie H. Miiller sie jetzt ver6ffentlicht 
hat. Es wurden auch Analysen fir einige Arbeiten zum Teil aus dem 
Laboratorium von Prof. Rona, zum Teil aus unserer Klinik damit 
gemacht. Diese Arbeiten werden demnichst erscheinen. 

Inzwischen traten Unstimmigkeiten zutage, die uns veranlaSten, 
die ganze Methode noch einmal systematisch durchzuarbeiten, da sie 
in der damaligen Form — d. h. in der Form, wie sie von H. Miiller 
publiziert wurde — zwei Arten von Fehlern aufwies. Erstens war 
die Streuung zu groB, d. h. die Einzelwerte der Parallelbestimmungen 
lagen zu weit auseinander (bis zu 3 Proz.), und zweitens war auch der 
Mittelwert hin und wieder unerklarlicherweise zu hoch oder zu niedrig 
(bis +5 bis 6 Proz.) geraten. 

Die Untersuchung deckte folgende Fehlerquellen auf: 

1. Die Glassorte. Die im Laboratorium allgemein tiblichen Zentri- 
fugiergliser eignen sich nicht fiir die Bestimmung, da sie dauernd 
Alkali an das Reagens abgeben, d. h. von ihm angegriffen werden. 
Der hierdurch verursachte Fehler ist stark wechselnd, je nach der 
Vorgeschichte des Glases, ist aber immer positiv und kann bis 3 bis 
4 Proz. erreichen. : 

2. Das Waschwasser. 30proz. Alkohol, sowohl volum- als auch 
gewichtsprozentig, ist unbrauchbar, da er eine ziemlich hohe Léslichkeit 
fir das Natriumpyrostibiat besitzt, deren untere Grenze nach unseren 
vorliufigen Versuchen etwa 0,004 mg Na pro Kubikzentimeter Wasch- 
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alkohol ist. Das Auswaschen bedingt also zu niedrige Werte, GréBen- 
ordnung | bis 3 Proz. 

3. Das Reagens. Eine Kritik desselben kurz zu geben, ist schwer, 
da mehrere Faktoren mitspielen. Im allgemeinen kann gesagt werden, 
daB sein Sicherheitsfaktor zu klein ist, d. h. unter normalen Verhilt- 
nissen gibt es normale Werte, aber schon verhiltnismaBig kleine Ab- 
weichungen des Mediums veranlassen, wenn sie in bestimmten Rich- 
tungen liegen, zu groBe Fehler, die durch passende Herstellung ‘des 
Reagens vermieden werden kénnen. Die Fehler sind meistens negativ 
und betragen je nach den Verhiltnissen 1 bis 5 und sogar mehr Prozent. 

Die GréBenordnung der iibrigen Fehlerquellen ist etwa eine Zehner- 
potenz kleiner, so daB sie in dieser Mitteilung tibergangen werden 
sollen. Wir bemerken noch, daB immer 1 ccm n/20 Kochsalzlésung 
bestimmt wurde im Gegensatz zu H. Miiller, der mit n/100 Lésung 
arbeitete, so daB alle oben diskutierten Fehler bei ihm noch schwerer 
ins Gewicht fallen miBten. 

Unsere Arbeit wird demnachst ausfiihrlich erscheinen. 

















Einwirkung von Kaliumjodid 
auf die Verzuckerung der Stirke durch verschiedene Amylasen. 


Von 
Oskar Holmbergh. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer kirzlich veréffentlichten Untersuchung!) konnte ich 
zeigen, wie die Fiahigkeit der Leberamylase, Starke zu reduzierenden 
Substanzen zu hydrolysieren, durch Zusatz von Jodiden zur Reaktions- 
mischung gehemmt, die Bildung von Erythrodextrinen beschleunigt 
wird. Da dieser Umstand deutlich auf die Existenz von zwei stirke- 
spaltenden Enzymen in der Leberdiastase hinweist, und weil es auBer- 
dem von Interesse war, zu erfahren, wie die iibrigen leicht zugiinglichen 
Amylasen sich zu den Jodiden verhalten, habe ich meine fritheren 
Beobachtungen mit Versuchen an Malz-, Speichel- und Pankreas- 
diastase erginzt und teile die Resultate hier mit. 

Ferner habe ich den Abbau der Stiirke durch Leberdiastase in 
jodkaliumhaltiger Substratlésung so weit verlaufen lassen, bis keine 
Farbung durch Jod mehr erhalten wurde, und konnte nachweisen, 
daB die prozentische Menge gebildeter reduzierender Abbauprodukte 
in konzentrierteren Jodkaliumlésungen betrichtlich vermindert wird. 
Studiert man das Auftreten der Dextrine bei der Stirkehydrolyse, so 
tritt immer die Schwierigkeit auf, die Dextrine von reduzierenden 
Substanzen zu befreien. Deshalb ist es sicher von Wert, die beziiglich 
des Einflusses von Jodkalium gefundenen Tatsachen weiter zu ver- 
folgen, was in diesem Laboratorium geschehen soll. 


1. Das Verhalten der Malzamylase zu verschiedenen K J-Normalitiiten. 
Die Temperatur bei diesen und allen folgenden Versuchen war 
37° + 0,1; sie wurde im elektrisch geheizten Wasserthermostaten kon- 
stant gehalten. 
Die Reaktionsmischungen hatten folgende Zusammensetzung: 
10cem Phosphatpuffer, 25ccm 2proz. Starke nach Lintner, 1 ccm 


1) O. Holmbergh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 1, 1924. 
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verdiinnter dialysierter Malzauszug, Wasser und KJ-Lésungen bis 
. 1 a 
zu 50cem. Um k = ; log - zu erhalten, wurden nach verschie- 
a—2z 


denen Zeiten Proben zu 10 ccm herausgenommen, in welchen die Re- 
duktionsfahigkeit gemaiB der Methode von Bertrand bestimmt wurde. 
Pu = 5,1. 





Tabelle I. 
i et aattations : Ohne Salz n{1000 n{100 n{10 
K (Mittel) ..... 0.00480 | 0,00038 | 0,00014 0,000 10 


Aus Tabelle I ist zu ersehen, daB die Verzuckerungsfihigkeit 
gehemmt wird; wahrend der 20stiindigen Versuchszeit nahm die Reak- 
tionsgeschwindigkeit ununterbrochen ab, und in n/100 KJ wurde nach 
dieser Zeit eine vollstandige Vergiftung konstatiert. Da die Vergiftung 
der Amylasen in diesem Institut eingehend studiert wird!), bin ich 
nicht naher auf diese Inaktivierung eingegangen. 


2. Das Verhalten der Speichelamylase zu verschiedenen K J-Normalititen. 

Die Reaktionsmischungen enthielten 10 ccm Phosphatpuffer, 
25cem 2proz. Starke, 1 ccm verdiinnten Speichel (3 ccm zu 10 ccm 
Wasser), KJ-Lésung und Wasser bis zu 50ccm. py = 6,5. Jede 
herausgenommene Probe 10 ccm. 





Tabelle 11. 
K Joaneatection Ohne Salz | nf100 nflo— | n[2 In 
et 0,0053  0,0076 | 0,0096 0,0076 + —0,0048 


In 2n KJ tritt eine Hemmung ein, die nahezu vollstiindig und 
spontan ist. Wohlgemuth®) hat friiher gezeigt, daB die Erythrodextrin- 
bildung durch Speichelamylase von Jodiden aktiviert wird, und wie 
aus obenstehendem hervorgeht, gilt dies auch von der Bildung redu- 
zierender Substanzen. 


3. Die Pankreasamylasewirkung bei verschiedenen K J-Normalititen. 
Die Reaktionsmischungen von derselben Zusammensetzung wie 
in friiheren Versuchen. py = 6,9. Die Enzymlésungen sind verdiinnte 
Glycerinausziige aus aceton- und atherbehandeltem Pankreas. 





Tabelle III. 
KJ-Konzentration Ohne Salz | nj100 n{10 n{2 12n 14n 
K (Mittel). . | 0,0061 | 0,0134 | 0,0156 0,0157 | 0.0150 | 0,0132 


1) Urban Olsson, Zeitschr. f. physiol. Chem, 117, 91, 1921; 119, 1, 1922; 
126, 29, 1923. — *) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 10, 36, 1908. 
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Wie man in Tabelle III findet, wird die Wirkung der Pankreas- 
amylase durch Kaliumjodidzusatz um etwa 150 Proz. erhéht. Auch 
in 2n KJ-Lésung tritt eine Aktivierung ein. Hier wird aber das Enzym 
nach etwa 25 Minuten inaktiviert und die nach Verlauf dieser Zeit 
zugesetzte Starkelésung (2n KJ) wird nicht verzuckert. Die Ver- 
giftung ist doch eine voriibergehende, da, falls die Amylase waihrend 
einer Stunde mit 2 n K J-Lésung behandelt und danach in eine Stirke- 
lésung tibergefiihrt wird, kein besonderer Aktivitatsverlust bemerkt wird. 

Es geht folglich aus diesen Versucben hervor, daB Pankreas- und 
Speichelamylasen sich in ihrem Verhalten zu Kaliumjodid von Leber- 
amylase unterscheiden. Der Stellung der Leber und des Pankreas 
im Organismus zufolge liegt es nahe, zu vermuten, daB ihre Amylasen 
identisch seien. Es gibt aber weder phylogenetisch noch ontogenetisch 
Beweise dafiir, daB diese Organe bei Vertebraten homolog sind. 

Das Kaliumjodid hat bei der Pankreasamylasewirkung eine positive 
Verschiebung des SchluBwertes der Verzuckerung gezeigt. Aus mehreren 
Fallen, wo dieses wahrgenommen wurde, werden hier Zahlen aus einer 
Probe mit n/100 K J angefiihrt. Die Reaktionsmischung war die gleiche 
wie friiher; py = 6,9. Die Angaben beziehen sich auf 10 ccm der Probe. 





Tabelle IV. 
Reaktionsdauer is: . mane 
Stunden obne KJ | mit KJ 
0,5 | 29,3 59,3 
1,25 | 50,1 61,7 
18,0 | 59,9 66,7 


Wie aus den oben angefiihrten Versuchen hervorgeht, ist die 
partielle Hemmung von Malz-, Speichel- und Pankreasamylasen bei 
Behandlung mit KJ-Lésungen nicht erhalten worden, und ich habe 
deshalb einige Versuche mit Leberamylase gemacht, um niaher zu 
untersuchben, in welchem Grade die Bildung von reduzierenden Sub- 
stanzen bei K J-Zusatz zu den Reaktionsmischungen vermindert wird. 

Meine erste Aufgabe war dann, jene Menge reduzierender Substanz 
zu bestimmen, die unter normalen Verhiltnissen gebildet wird, wenn 
die Abbauprodukte mit Jod keine Farbung mehr geben. Wird die 
Reaktionsgeschwindigkeit nach Wohlgemuth!) gemessen, so findet man 
eine achtfache Aktivierung der Dextrinase durch geeignete Mengen 
von Kaliumjodid. La8t man dagegen die Reaktion so lange fortgehen, 
bis alle Starke in Achroodextrine iibergefiihrt ist, so wird die Akti- 
vierung nicht in solehem Grade begiinstigt, mit Ausnahme von schwachen 
K J-Normalitaten. 


1) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 
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v. Euler und Svanberg') haben bei Malzamylase gefunden, daB, 
wenn die gelbe Jodfarbe unverindert bleibt, etwa 62 Proz. der maxi- 
malen theoretischen Menge Maltose aus der Starke gebildet sind. Bei 
Leberamylase hat es sich gezeigt, da diese Farbe nicht verandert 
wird, wenn etwa 65 Proz. der theoretischen Menge Maltose gebildet sind. 

Die Leberamylaselésungen aber, die ich benutzt habe, enthalten 
Maltase, wie unten erwihnt wird. Da aber die Wirkung dieses Enzyms 
klein ist, wie in folgender Tabelle VI zu ersehen ist, habe ich die er- 
haltenen reduzierenden Substanzen als Maltose statt Glucose berechnet. 
Die Enzymlésungen sind wie folgt hergestellt: 

10 g aceton- und Adtherbehandeltes getrocknetes Lebergewebe 
wurden wihrend 12 Stunden mit 100 ccm 25proz. Alkohol extrahiert, 
wonach bei der Temperatur 0° das Filtrat zu dem doppelten Volumen 
Aceton hinzugegossen wurde. Die erhaltene Fallung wurde abgesaugt 
und in 50 cem 87proz. Glycerin gelést; von dieser Lésung sind in der 
Regel zu jeder Probe 2 ccm benutzt worden. Die Reaktionsmischungen, 
in mit Gummistopfen geschlossenen Probierrohren, hatten folgende 
Zusammensetzung: 2,5ccm 2proz. Starke, lccm 4proz. Phosphat- 
puffer, 2cem Enzymlésung, K J-Lésung und Wasser bis auf 10 ccm. 
AuBerdem enthielt jedes Rohr drei Tropfen Toluol. In Tabelle V sind 
die Mengen Maltose angegeben, die in den bzw. Rohren gebildet worden 
waren, wenn keine Farbung mehr mit Jod erhalten wurde und ferner 
die Reaktionszeiten. 








Tabelle V. 

K-J-Konsentration | Ohne Salz njl0 m j zx ese te | : 15n + 26 ; 
br enero een sommcnerenr ar ann ames ne eae ee See ae 
Maltose mg i} 34,1 28,7 | 266 23,8 19,5 21,2 
Reaktionszeit | | 

Stunden. . | 49,5 85 | 9,0 11,25 22,5 48,0 





Tabelle V und Abb. 1 zeigen ” 
deutlich, wie die gebildete Menge 0 
reduzierender Substanz in starkeren tt - 
K J-Lésungen vermindert wird. In ; 40 
2n Lésung ist jedoch ein hoherer $8,)|— 
Wert als in der unmittelbar voran- R a 
gehenden Probe (mit 1,5n KJ) zu § rol — 
verzeichnen. Dies laBt sich aber 
durch die lange Reaktionszeit und . 4 , —_ wR 
damit folgende gréBere Maltase- Abb. 1. 
wirkung erkliren. Wie ich frither?) gezeigt habe, ist die Maltasewirkung 
in schwachen Maltoselésungen am gréBten, und man konnte daher 

















1) v. Euler und Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 191, 1920/21. 
2) Holmbergh, Svenska Vet. Ak. Arkiv. f. Kemi 8, Nr. 33, 1, 1923. 
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(besonders wegen der langen Reaktionsdauer) den Wert, der in 2n K J- 
Lésung erhalten ist, als Glucose berechnen und dadurch etwa 20 Proz. 
der theoretischen Menge reduzierender Produkte bekommen, wenn jede 
Farbung mit Jod ausbleibt. 

DaB die Wirkung der Maltase durch KJ-Zusatz unveriindert 
bleibt, ist bewiesen worden und geht z. B. aus folgenden Ziffern hervor. 


Tabelle VI. 
(Reaktionsmischungen: 10cem Phosphatpuffer, 10 ccm 2proz. Maltose- 
lésung, 2cem Enzym, Wasser und Kaliumjodid bis auf 30cem. py = 6,5. 
Die Angaben entsprechen 5 ccm der Probe.) 





‘Reaktionsdauer| Ohne Salz = InsKJ 
Minuten mg Cu mg Cu 

0 37,2 37,2 

60 392 | 382 

280 40,2 41.2 


In einem Versuche mit 10ccm Phosphatpuffer, 50 ccm 3proz. 
Starke, 30cem 5n KJ und 10 ccm Enzymlésung waren nach 4 Tagen, 
wenn keine Jodreaktion erhalten wurde, 32,5 Proz. der theoretisch 
méglichen Menge von Maltose gebildet worden. Berechnet man diese 
reduzierenden Stoffe als Glucose, so ist nur etwa 16 Proz. der Starke 
in reduzierende Substanzen abgebaut. 

Die Achroodextrine wurden zweimal in 80proz. Alkohol gefallt 
und mit 95proz. Alkohol gewaschen. Nach Trocknung im Vakuum 
tiber P,O; war ihr Reduktionsvermégen 3,2 Proz. von demjenigen der 
Maltose. 

Wie Sherman u. Thomas*) zuerst gezeigt haben, wird die verzuckernde 
Wirkung der Amylase, gemessen durch Reduktion, und die stirke- 
spaltende, gemessen durch die Methode Wohlgemuths (1. c.), von auBeren 
Umstiinden, wie Aciditét und Temperatur, verschieden beeinfluBt. 
Durch Variation der Wasserstoffionenkonzentration, Kaliumjodid- 
und Substratkonzentration, sowie der Temperatur ist zu vermuten, 
daB es gelingen wird, eine Methode auszuarbeiten, durch welche die 
Starke auf rein enzymatische Weise in Achroodextrine abgebaut wird, 
ohne daB dabei reduzierende Produkte erhalten werden. 


1) Sherman und Thomas, Journ. Amer. Chem. Soc. 87, 623, 1915. 











Der Stoffwechsel der Benzoesiure im menschlichen Organismus. 
Von 
J. Neuberg. 
(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Amsterdam. ) 
(Eingegangen am 24, Dezember 1923.) 


Einleitung. 


Mit nachfolgendem Beitrag haben wir versucht, aufs neue an die 
Lésung des Hippursiureproblems heranzutreten. 

Normaliter wird die Hippursiure bei gemischter Nahrung im 
menschlichen Urin in Quantitaéten von 200 bis 1200 mg pro Liter und 
Tag vorgefunden. Bunge und Schmiedeberg (43) haben nachgewiesen, 
daB die Synthese der Hippursiéure in der Niere stattfindet. Kingsbury 
und Bell (31) behaupteten dagegen, daB diese Synthese auch in anderen 
Organen vor sich gehen kann. Auf Grund der von uns (54) wieder- 
holten Experimente beider Richtungen, miissen wir uns auf seiten 
Bunges und Schmiedebergs stellen; zu gleicher Zeit haben wir den Nach- 
weis erbracht, daB die Synthese der Hippursaéure beim Menschen eben- 
falls in der Niere stattfindet. Der gréSte Teil der Hippursiure im 
menschlichen Urin wird von Friichten und Gemiisen geliefert, welche 
viel Benzoeséure enthalten; nur ein sehr kleiner Teil entsteht durch 
die Faulnis von Eiwei8, wobei nach Salkowski (1) Phenylpropionsiure 
und zwar nach Bawmann (52) aus Phenylalanin entsteht, welche beide 
zu Benzoesdéure oxydiert werden und gepaart an Glykokoll als Hippur- 
sure im Urin auftreten. 

Merkwiirdigerweise braucht man kein Glykokoll zuzufihren; 
gleichviel in welcher Menge Benzoesiure verabfolgt wird, stets findet 
man fast alle Benzoesiure als Hippursiure wieder. Offenbar kann im 
Stoffwechsel nétigenfalls ein gréBeres Quantum Glykokoll auftreten. 
Die Benzoesaure ist dann der Reiz, unter dessen EinfluB ein Teil der 
Baustoffe des EiweiBes nicht zu Harnstoff abgebaut wird (44), sondern 
in Form von Glykokoll fiir die Bindung der Benzoesaure reserviert 
wird. Es erhebt sich die Frage, ob Benzoesiure nur als Hippursaure 
ausgeschieden wird. Unseres Erachtens gibt es noch mehrere Modali- 
taten: 
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1. Kann freie Benzoesiure im Urin vorkommen ? 
2. Kann Benzoesaure, auch an andere Stoffe als Glykokoll gepaart, 
im Urin vorkommen ? 

Zu 1. Die Hippursiure ist ein ziemlich bestindiger Stoff, sie 
wird jedoch in alkalischem, Bakterien und EiweiB enthaltendem Urin 
teilweise gespalten [van de Velde und Stokvis (32), Seo (25)], so daB 
es den Anschein hat, als ob freie Benzoesiure im Urin vorkommt. 

Man kann dieser Spaltung dadurch vorbeugen, daB man entweder 
den enteiweiBten Urin sauer macht, oder bakterizide Stoffe, wie Chloro- 
form, Toluol, Thymol usw., hinzufiigt. 

Wir wahlten zu unseren Versuchen entweder + 25 ccm Chloroform- 
Toluol (1:1) oder konzentrierte Salpetersiure (2 Proz. des Volumens) 
und konnten daher diesen Urin in der Kalte aufbewahren. 

Zu 2. Wenn man einen Patienten benzoesaures Natrium ge- 
brauchen laBt und MaBnahmen trifft, daB der frisch ausgeschiedene 
Harn sauer reagiert, sowie weder EiweiB noch Bakterien enthalt, findet 
man alsdann im Harn nur Benzoesiure an Glykokoll gepaart oder 
kommen fiir diese Bindung noch andere Stoffe in Betracht ? 

Schon Salkowski (1) und Kobert (4) vermuteten, daB das applizierte 
benzoesaure Natrium teilweise an Glykokoll und teilweise an einen anderen 
Stoff gepaart im Harn auftritt (Glucosid?). Magnus Levy (6) fand bei 
Schafen, daB ein Teil des applizierten benzoesauren Natriums der Glykokoll- 
paarung entzogen wurde und als Benzoeglucuronsaéure im Harne vorkommt. 
Im Gegensatz hierzu meinten Dakin (13) und Lewinski (11) (letztgenannter 
gab seinen Patienten jede Stunde 1 bis 2g benzoesaures Natrium bis zu 
einem Maximum von 10 bis 20g), da®B beim Menschen die applizierten 
Dosen quantitativ als Hippursiure im Urin erscheinen. 

Wir werden uns nunmehr im nachfolgenden bemiihen, die Lésung 
der verschiedenen hier erwihnten Fragen zu férdern. 


1. Kommt freie Benzoesiure im Harn vor? 


Mit der Lésung dieser Frage haben sich schon viele Autoren befaBt : 
auf der einen Seite stehen Salkowski (1), Jaarsveld und Stokvis (18), 
Brugsch (12), Tsuchiya (14) und Wiechowski (9), welche meinten, daB 
freie Benzoesaiure im menschlichen Harn vorhanden ist, auf der anderen 
Seite befinden sich Dakin (13), Lewinski (11) und Lewis (23), welche 
sich dieser Meinung nicht anschlieBen konnten, da sie niemals freie 
Benzoesiure im menschlichen Harn vorfanden. 
Um die Lésung dieser Frage zu férdern, gebrauchten wir: 
A. Normalen Harn. 
B. Harn von Patienten, welchen 15g benzoesaures Natrium zu- 
gefihrt worden war. 
C. Harn von Patienten mit verzégerter Hippursiureausscheidung, 
welchen 15g benzoesaures Natrium zugefiihrt worden war. 
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A. Wir fangen den frisch entleerten Harn eines normalen Menschen 
mit gemischter Diait in konzentrierter Salpetersiure (2 Proz. des 
Volumens) auf. Der Harn wird nétigenfalls enteiweiBt; 50 ccm des 
angesduerten Harns werden mit Petrolather (K.-P. 28 bis 40°) sechsmal 
ausgeschiittelt und der Petrolaither alsdann verdunstet. 

Bekanntlich geht Hippursaiure nicht, Benzoesiure dagegen wohl 
in Petrolather iiber. 

Wenn also nach dem Verdunsten noch Kristalle zurickbleiben, 
so kénnen diese nicht von Hippurséure, sondern nur von Benzoesdiure 
(bzw. anderen Stoffen) herrithren. 

Wir fanden jedoch niemals Kristalle von Benzoesiure, sondern 
lediglich ein braunliches Residuum, welches nach Auflésung und 
Titrieren mit Lauge nur Spuren von Saure aufwies, mit anderen Worten: 
praktisch gesprochen kommt freie Benzoesture im normalen Harn nicht vor. 


B. Betrachten wir nunmehr die Resultate einer gréBeren Dosierung 
von benzoesaurem Natrium (10 bis 15g) beim Menschen mit normalen 
Nieren und bei gemischter Nahrung. Wird benzoesaures Natrium im 
menschlichen Organismus vollstandig in Hippursiure umgesetzt oder 
entzieht sich ein Teil dieser Substanz der Glykokollpaarung, um un- 
gebunden im Urin vorzukommen? (Auf Grund der schnellen Aus- 
scheidung der zugefiihrten Benzoesiure haben wir den Harn meistens 
wahrend 3 x 8 Stunden, vereinzelt 2 x 12 oder auch 4 x 6 Stunden 
aufgefangen.) 

Ein Patient mit normalen Nieren bekommt 3 x 5g benzoesaures Natrium 
(jede Stunde 5g). Der Harn wird wihrend 2 x 12 Stunden aufgefangen. 
25 ccm Harn der ersten 12 Stunden werden angesaiuert, mit 6 x 50 ccm 
Petrolather (K.-P. 28 bis 40°) ausgeschiittelt und dieser im Luftstrom derart 
verdunstet, daB8 sich eine Eiskruste um den Kolben formt [Methode von 
Wiechowski (9)]. Dieselbe Manipulation wiederholten wir mit dem Harn 
der zweiten 12 Stunden und konstatierten, daB weder im Harn der ersten 
12 Stunden, noch in jenem der zweiten 12 Stunden, nach Verdunstung des 
Petrolathers, Kristalle von Benzoesiure iibrigblieben, indem die Titration 
nur Spuren von Saure aufwies. Ahnliche Versuche w viederholten wir achtmal 
und stets mit demselben Resultat. 


Es zeigt sich also, dab nach Zufiihrung von 10 bis 15 g benzoesauren 
Natriums, praktisch gesprochen, keine freie Benzoestiure im Harn von 
Menschen mit normalen Nieren vorkommt. 

C. Es bleibt nun iibrig, die vorstehenden Versuche nachzupriifen 
bei Menschen, welche eine sehr langsame Hippursiiureausscheidung 
haben, d. h. bei Patienten mit kranken Nieren und verzégerter Stick- 
stoffausscheidung (53). Auch hier ergab sich, dap keine freie Benzoesdure 
im Harn vorkommt, selbst nicht, wenn die Hippursdureausscheidung 
bedeutend verzogert war. (Bei einem Patienten, dem wir 15g benzoe- 
saures Natrium zufiihrten, waren nach 3 x 12 Stunden nur etwa 6% g 
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Hippursiure ausgeschieden, wahrend beim normalen Menschen alle 
Hippurséure bereits in den ersten 12 Stunden ausgeschieden wird.) 

Zusammenfassend ergibt sich, daB freie Benzoesdéure weder im Harn 
von normalen Menschen (gemischte Nahrung), noch auch im Harn von 
Patienten mit Schrumpfnieren, welchen 10 bis 15 g Benzoesdéure verabfolgt 
worden sind, vorkommt. 


Ii. Kann Benzoesiiure an andere Stoffe als Glykokoll gepaart im Harn 
ausgeschieden werden? 

Wegen der schnellen Ausscheidung der zugefiihrten Benzoesiure 
[wir fanden 76 bis 8714 Proz. bereits in den ersten 8 Stunden, Lewis (23) 
90 Proz.] wurde bei nachfolgenden Versuchen der Harn der ersten 
8 Stunden benutzt. 

Auffallend sind die qualitativen Veranderungen dieses Harns nach 
Zufiihrung von 10 bis 15g benzoesauren Natriums: 

1. Dieser Harn reduziert Fehlingsche und Nylandersche Lésung (erstere 
Reaktion tritt verzégert auf). 

2. Die Naphthoresorcinprobe nach Tollens ist positiv, und das Spektrum 
der atherischen Farbstofflésung zeigt einen schwarzen Streifen zwischen 
500 und 6004. 

Wenn man anstatt mit Ather mit Chloroform oder Benzol ausschiittelt, 
bekommt man eine rotviolette bzw. blauviolette Farbe und das Spektrum 
zeigt wieder denselben typischen Streifen. Nach C. Neuberg und C. Sane- 
yoshi (42) und Vander Haar (51) wird das Vorhandensein der Glucuron- 
siure durch die beiden letztgenannten Reaktionen typisch angezeigt. 

3. Die Orcinprobe ist positiv. Der Harn farbt sich braungriin-griin, 
waihrend das Spektrum einen Absorptionsstreifen bei 620 zeigt, welcher 
allmahlich an Deutlichkeit gewinnt. 

4. Die Phloroglucinprobe ist positiv. 

Die obengenannten vier Reaktionen weisen auf die Anwesenheit 
der Glucuronsdure hin; im nachfolgenden werden wir eine fiinfte Eigen- 
schaft dieser Substanz besprechen: die Drehung der Polarisations- 
ebene. 

Wir betonen, daB die Hippursdure keine von den obengenannten 
Reaktionen aufweist. ~ 

Um die Eigenschaften dieser gepaarten Glucuronséure sicher zu 
stellen, soll man die Séure méglichst isolieren. Das beste Lésungs- 
mittel ist das Athylacetat; wichtig ist weiter, daB die Hippursaure 
durch Hinzufiigung von Mineralsiiuren zum gréBten Teil ausgefallt 
werden kann [Kobert (4)]. 


Methodik. 


Wir fiigen dem Harn des Versuchsprobetages (erste 8 Stunden) kon- 
zentrierte Salpeter- oder Schwefelsiiure (2 Proz. des Volumens) zu (ein Teil 
der Hippursiaure prazipitiert), stellen das Gemisch etwa 24 Stunden in die 
Kalte und filtrieren. 
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50 ccm dieses Harnfiltrates schiittelt man mit 6 x 50cem Athylacetat, 
sammelt diese sechs Portionen in einen Erlenmeyerkeolben und destilliert ab. 
Das Residuum besteht aus einer dlartigen Substanz und Hippursaure- 
kristallen. Diese dlartige Fliissigkeit zeigt die qualitativen Proben der 
Glucuronsiure in verstirkterem Mae als der native Harn. Wir ersehen 
hieraus, daB die Glucuronsaéurebindung (oder ihre Spaltungsprodukte) 
auf diese Weise in mehr konzentrierter Form erhalten werden kann. 

Bekanntlich dreht die freie Glucuronséure und ihre Salze rechts, die 
gepaarten Glucuronséuren und deren Salze dagegen links, mit Ausnahme 
der Dimethylaminobenzoesiure von Jaffé und der Benzoeglucuronsiaure, 
welche rechts drehen. 


Auf Grund unserer Versuche finden wir folgendes : 

Der Harn des Vortages dreht nicht oder héchstens einige Hundertstel 
Grade links; jeder normale Harn kann sich ebenso verhalten. 

Der native Harn von den ersten 8 Stunden des Probetages (nach 
Zufihrung von 15g benzoesauren Natriums) dreht vereinzelt rechts, 
manchmal verhalt er sich inaktiv, meistens aber konstatiert man eine 
Linksdrehung von 0,06 bis 0,12°; die Linksdrehung in diesem Harn 
ist aber immer gréBer als diejenige, welche der Harn des Vortages 
zeigt. Dies widerspricht den Resultaten Magnus Levys, welcher fand, 
daB der native Harn von Schafen nach Zufiihrung gréBerer Dosen 
benzoesauren Natriums rechts dreht. Falls also beim Menschen wie 
bei Schafen nach Zufihrung einer gréBeren Dosis von benzoesaurem 


Natrium eine rechtsdrehende gepaarte Glucuronsdure entsteht, dann 
miissen im menschlichen Harn linksdrehende Stoffe entweder anwesend 
sein oder entstehen, welche jene Rechtsdrehung neutralisieren. Aus 
der Drehung des nativen Harns der ersten 8 Stunden des Probetages 
kann man keine Schliisse ziehen; deshalb behandeln wir diesen Harn 
auf verschiedene Weise, um zu versuchen, ob wir so zu einem Resultat 
kamen. 


A. Nativer Harn. 

1. Eine Zufiigung von 1 ccm konzentrierter Schwefelséure) zu 50 ccm 
nativen. Harns des Probetages (erste 8 Stunden) zeigt nach zweistiindigem 
Kochen im Erlenmeyerkolben mit langem Kiihler eine Rechtsdrehung von 
0,10 bis 0,54 Proz. (auf Glucose berechnet). 

2. Eine Zufiigung von 1 cem konzentrierter Schwefelsiiure zu 50 cem 
nativen Harns des Probetages (erste 8 Stunden), welcher zwei- bis dreimal 
verdiinnt ist, zeigt nach dreistiindigem Erwarmen auf dem Wasserbade 
eine Rechtsdrehung von 0,10 bis 0,54 Proz. (auf Glucose berechnet). 

3. Eine Zufiigung von 1 ccm konzentrierter Schwefelséure zu 50 ccm 
nativen Harns des Probetages (erste 8 Stunden) zeigt nach einstiindigem 
Erwairmen unter Druck auf dem Wasserbade eine Rechtsdrehung von 
0,10 bis 0,54 Proz. (auf Glucose berechnet). 


1) P. Mayer und C. Neuberg (41) fiigen nie mehr als 1 bis 2 Proz. kon- 
zentrierte Schwefelsiure zu, da gréBere Quantitaten die Glucuronséure 
zu zersetzen vermdgen. 
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B. Olartige Substanz (s. Methodik). 

Auf dieselbe Weise behandelt, wie unter A. 1., 2. und 3. angegeben, 
zeigt diese eine nicht unwesentliche Rechtsdrehung. 

Diese Rechtsdrehung vom Harn des Probetages nach Behandlung 
mit Mineralsiuren und Erwirmen (wobei Spaltung eintritt) ist ein 
wichtiges Argument fiir die Hypothese, daB der Harn des Probetages 
(erste 8 Stunden) eine gepaarte Glucuronsiéure enthilt. 

Diese qualitativen Proben wiederholten wir mehr als 40mal und 
stets mit demselben Resultat. 

Weder der Harn des Vortages noch der Harn von den zweiten 
8 Stunden des Probetages zeigten die qualitativen Reaktionen der 
Glucuronsaure. 

Bekanntlich fand Magnus Levy (6) nach Zufihrung gréBerer 
Dosen benzoesauren Natriums (15g und mehr) im Harn von Schafen 
dieselben qualitativen Veranderungen. 

Dakin (13) c. s. und Lewis (44) konstatierten dagegen gar keine 
oder nur geringe qualitative Verainderungen im menschlichen Harn 
nach Zufiihrung von benzoesaurem Natrium (5 bis 10 g). 

Auf Grund unserer Untersuchungen stellen wir uns hinsichtlich 
der qualitativen Versuche auf seiten Magnus Levys. 

Wir stellen fest, daB nach Zufiihrung gréBerer Dosen benzoesauren 
Natriums im menschlichen Harn nebst gréBeren Quantitdten Hippursdure 
auch viel Glucuronsdure, an andere Stoffe gepaart, vorkommt. Es erértert 
sich die Frage, ob ein Teil der Benzoesaure nicht an Glykokoll gepaart, 
d. h. als Hippursaure, sondern an Glucuronsaéure gepaart, ausgeschieden 
wird. Falls dem so ist, soll im Harn mehr Benzoesiure vorkommen, 
als mit dem Benzoesiuregehalt der Hippursiure tibereinstimmt. Bevor 
wir an diese Frage herantreten, miissen wir uns nach einer guten Me- 
thodik umsehen: 

1. zur Bestimmung des totalen Quantums Benzoesiure im Harn, 
und zwar die Benzoesiiure, welche an Glykokoll, als auch diejenige, 
welche an Glucuronsiure bzw. an andere Stoffe gebunden ist; 

2. zur Bestimmung des Quantums Hippursaiure im Harn. 


Ill. Methodik der Benzoesiure- und Hippursiurebestimmung. 


A. Benzoesdure. 


Methode von Kingsbury-Swanson (21). In einen Kjeldahikolben pi- 
pettiert man 50 ccm Harn, fiigt 74% g NaOH und \% g MgO hinzu und kocht 
alsdann eine halbe Stunde (das Volumen des Gemisches mu8 auf 25 cem 
zuriickgebracht werden). Nun wird 1 ccm 7proz. KMnO,-Lésung hinzu- 
gefiigt, das Gemisch wihrend 2 Minuten mit kleiner Flamme. gekocht, 
abgekiihlt und alsdann der Kolben mit einem gut schlieBenden Kiihler 
versehen. Durch diesen Kiihler l48t man langsam 30 ccm konzentrierte 
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Salpetersiure in den Kolben flieBen, wonach das dunkelbraune Gemisch 
klar wird. Man kocht nun dieses Gemisch waihrend 45 Minuten unter kleiner 
Flamme, spiilt den Kiihler mit 25 ccm warmen destillierten Wassers 
griindlich aus (um einem etwaigen Verlust von im Kiihler sublimierter 
Benzoeséure vorzubeugen) und kiihit den Kolben ab. Der Inhalt des Kolbens 
wird quantitativ in einen Scheidetrichter iibergegossen, welcher 25g 
Ammoniumsulfat enthalt; nach Lésung des letzteren wird extrahiert mit 
50 bzw. 35 und 2 x 25cem neutralem, gut gewaschenem Chloroform. 
Die ersten zwei Portionen Chloroform dienen zur Nachspiilung des Kjeldahl- 
kolbens. Die gesamten Extrakte werden in einen zweiten Scheidetrichter 
gesammelt und mit 100 ccm der Folin und Flanderschen (20) Salzlésung 
(1 cem konzentrierter Salzsiure auf 2 Liter gesattigter Salzlésung) gewaschen. 
Durch ein trockenes Filter wird nun der Chloroform-Extrakt in einen Erlen- 
meyerkolben iibergebracht. Der zweite Scheidetrichter wird mit 20 ccm 
Chloroform nachgespiilt. Diese 20 cem dienen dazu, um das nasse Filter 
noch einmal auszuziehen, alsdann wird dieses Chloroform durch ein trockenes 
Filter dem Inhalt des Kolbens hinzugefiigt. Man titriert mit n/10 Na- 
Athylat (Indikator lproz. alkoholisches Phenolphthalein) und berechnet 
das Quantum Benzoeséiure in 50cem Harn. (Das gebrauchte Chloroform 
schnell reinigen, weil sonst die auftretende gelbliche Farbung sich schwieriger 
entfernen 1aBt!) 

Reinigung des gebrauchten Chloroforms nach Kingsbury und Swanson. 
Der Harn, dessen Benzoesiuregehalt nach Kingsbury und Swansons Methode 
bestimmt werden soll, darf kein Eiwei8 enthalten. Die EnteiweiSung 
geschieht folgendermaBen: Dem Harn fiigt man 2proz. Salpetersiure 
hinzu, weil diese Konzentration der Mineralsiure keine Spaltung der Hippur- 
séure verursacht [Raiziss und Dubin (48)]. (15 ccm 2proz. Salpetersiure 
geniigen fiir etwa 300 ccm Harn.) Zu 50 ccm Harn fiigt man drei bis vier 
Tropfen 0,1 proz. alkoholischer Methylrotlésung und so viel Lauge zu, bis 
eine hellgelbe Farbung entsteht. Man kocht das Gemisch unter Hinzu- 
fiigung von so viel n/10 HCl, bis der erste definitive rote Umschlag entsteht. 
Auf diese Weise wird das Eiwei8 quantitativ niedergeschlagen und Fehler 
bei der Titration sind ausgeschlossen. Das Priazipitat des EiweiBes wird 
auf einem Filter zweimal mit kochendem Wasser ausgewaschen. Die kom- 
binierten Waschwiasser plus Filtrat werden zusammengefiigt, ein wenig 
alkalisch gemacht und iiber freier Flamme schnell eingedampft, bis zu einem 
Volumen von 50 ccm; alsdann fiigt man dem Gemisch 7% g NaOH und 
¥% g MgO zu und verfahrt wie oben angegeben. 

Wir haben gemeint, das Ausschiitteln mit Chloroform folgendermaBen 
modifizieren zu miissen. Die saure Lésung wird mit 50 bzw. 35 und 
2 x 25ccem Chloroform ausgeschiittelt, diese Portionen in einem zweiten 
Scheidetrichter gesammelt, 5 Minuten in Ruhe hingestellt und abermals 
kraftig geschiittelt, damit kleinere Quanten von der sauren wasserigen 
Lésung, welche an der Scheidetrichterwand adhirieren, von dem Chloroform 
getrennt werden. Alsdann wird das Chloroformgemisch durch ein neues 
Filter in einen zweiten Scheidetrichter quantitativ iibergegossen, 100 ccm 
Folin und Flanderscher Lésung hinzugefiigt und diesmal 10 Minuten in 
Ruhe hingestellt. Nun wird das Chloroformgemisch durch ein neues Filter 
in einen Erlenmeyerkolben von 500 ccm transferiert, das gebrauchte Filter 
wird in einem Becherglase von 100 cem mit 50 ecm Chloroform ausgespiilt, 
letztere 50cem Chloroform durch ein weiteres trockenes Filter zu dem 
iibrigen Chloroform gebracht und das ganze titriert. 
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B. Hippursdure. 
Methode von Snapper-Laqueur (47). Zu 50 ccm pipettiertem Harn!) 1 
fiigt man 124%g NaCl, damit keine Emulsion beim Ausschiitteln mit | 


Athylacetat auftritt. Nachdem NaCl gelést ist, wird 0,6 cem HCl (38proz.) F 
hinzugefiigt, um alle Hippurate in Hippursiéure umzusetzen. (Der Harn : 
soll mit Kongopapier stark sauer reagieren.) 

Dieser Harn wird mit 6 x 50ccm Athylacetat*) geschiittelt und 
siimtliche Portionen Athylacetat mit 25 ccm gesittigter Salzsiure kraftig 
geschiittelt. Alsdann wird letztere Lésung in einen anderen Scheidetrichter 
iibergefiihrt und mit dem gleichen Quantum Athylacetat extrahiert. Diese 
75 ccm Athylacetat werden den ersten 300 ccm Athylacetatextrakt hinzu- 
gefiigt, darauf wird die Gesamtmenge bis zur Trockne destilliert. Das 
Residuum wird mit einem Gemisch von Alkohol und Athylacetat in einen 
MeBkolben von 50 ccm gebracht und so lange geschiittelt, bis das Gemisch 
homogen geworden ist. Man pipettiert hiervon 2 x 20 ccm in je einen 
Kjeldahlkolben ab und dampft bis zur Trockne ein. Zu den Residua beider 
Kjeldahlkolben gibt man 10ccm Bromlauge, schiittelt das Gemisch wihrend 
3 Minuten (damit aller Ureumstickstoff entfernt wird), fiigt alsdann ein ‘ 
Gemisch von K,SO, und CuSQ,, 5 cem H,SO, (und ein paar Kochsteine) 
hinzu, verascht das ganze und behandelt die Residua weiter nach der 
Kjeldahischen Methode. Auf diese Weise wird der Stickstoffgehalt des 
Athylacetatextraktes bestimmt, woraus sich die Menge Hippursiure, 
welche in 50 ccm Harn enthalten ist, berechnen 1a6t*). 

Die bei dieser Methode bestehende Gefahr ist die, daB andere stick- 
stoffenthaltende Stoffe, auBer der Hippursiure, in das Athylacetat iiber- 
gehen kénnen. (Salicylpraparate, Veronal, Gallenséure usw.) 

Bekanntlich lést sich das Ureum in Athylacetat auf, wird aber durch 
Ausschiitteln mit der Salzlésung wieder gréBtenteils entfernt; eventuelle : 
Reste werden durch Schiitteln mit Bromlauge gespalten, nur ein zu vernach- 
lassigender Rest (7 Proz.) entzieht sich dieser Bromlaugespaltung und wird 
noch in die Berechnung einbezogen. Der Harn darf vor dem Gebrauche 1 
nicht durch Eindampfen konzentriert werden, weil dadurch Spaltung der 
Hippursaure auftritt: eine Tatsache, welche von Folin und Flanders sowohl 
wie von Snapper-Laqueur betont worden ist. Der Harn wird in einem Ge- 
misch von Chloroform und Toluol (1: 1) aufgefangen, um Spaltung durch 
bakterielle Einfliisse zu vermeiden. Selbst wenn wenig Hippurséure im 
Harn vorkommt, werden nach dieser Methode gute Resultate erzielt, z. B. 
bei Milch- und Breinahrung. 


1) Der Harn soll nétigenfalls durch Kochen mit Phosphorsaure ent- { 
eiweiBt werden. 
*) Es empfiehlt sich, das Athylacetat vor dem Gebrauch mit Aqua dest. 
zu schiitteln, damit die Essigsiure entfernt wird. 
3) Man beachte nachfolgende Fehlerquellen: 
a) Wo es sich um kleine Quantitaten Ammoniak handelt, ist es zu 
empfehlen, bei der letzten Destillation einen Kupferkolben an- 
statt eines Glaskolbens zu benutzen. 
b) Man iiberzeuge sich vorher, da8 das destillierteWasser neutral 
reagiert. 
c) Die K,SO, und CuS0O,-Praparate sollen ammoniakfrei sein. 
Blinde Versuche sind also empfehlenswert, da man ja mit n/50 Lésung 3 
titriert. Snapper und Laqueur fanden, daB die Fehlergrenze i 
zwischen 0,3 und 0,6 cem n/50 NaOH liegen. 
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Bevor wir mit den vorgenannten Methoden von Kingsbury-Swanson 
und Snapper-Laqueur zu arbeiten anfingen, haben wir uns durch mehrere 
blinde Versuche davon iiberzeugt, daB diese Methoden zuverlissige Resultate 
geben (s. nachfolgende Tabelle). 











Differenz 





Zugefiigt zu 50 ccm | Zuriickgefunden in 50 ccm destillierten Wassers 
destillierten Wassers nach Kingsbury-Swanson — 
mg | Proz. 
137mg ‘Deven | = “200, 9mg | 99) 05 
Hippurséure tag? Bu, 
136,3mg Benzoesiure = 200mg I 0.0 | 0.0 
200 mg Hippursaure See ’ 
Hippursaure 135,6mg Benzoesiure = 199mg 110 05 
Hippurséure i ’ 
135,6mg Benzoesiure = 199mg 10 05 
Hippursaure : 7 








Fiir die Resultate, welche mit der Snapper-Laqueurschen Methode 
erzielt werden, verweisen wir auf diese Zeitschr. 145, 32, 1924. 

Da wir demnichst die Resultate dieser beiden Methoden miteinander 
zu vergleichen beabsichtigen, erachten wir es fiir wiinschenswert, vorerst 
durch blinde Versuche mit normalem Harn, dem ein gegebenes Quantum 
Hippurséure zugefiigt war, festzustellen, ob tatsichlich die Resultate der 
Kingsbury-Swansonschen Methode (total Benzoeséure) mit denjenigen der 
Snapper-Laqueurschen Methode (Hippursiture) zu vergleichen sind. 


Tabelle I. 











Zugefiigt zu Zartichgstunden in 50 ccm normalen Harns Diflevens ae 
50 ccm normalen —_ EE TE ae rs 
Harns | A. nach Kingabury- Swanson B. nach Snapper-Laqueur Ky s. | sn. -L. 
le GH (+++) (++++4) 
| 142 mg — 23 mg = 119 mg Benzoe- | 208 mg — 34mg = 174mg 
sdure = 174 mg ss i a 
204,5 mg — 34m, ~~ 0,5 mg Bens 
| goesaure = 250,6 mg Hippurs. 
|| 100 mg — 53 mg = 47 mg Benzoe- 
| _ saure = 69mg Hippursaure 
| 76 mg — 15,5 m wy Ty 60,5 mg Bens 
zoesaure = mg Hippurs. Hippersiare 


180 mg Hippurs. 6 mg 6 mg 





) Werte fiir Benzoesiure nach Zufiihrung von Hippursaure. 
) Werte fiir Benzoeséure vor Zufiihrung von Hippursdure. 
) Werte fiir Hippurséuce nach Zufiihrung von Hippursaure. 
) Werte fiir Hippursaure vor Zufiihrung von Hippursiure. 
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Aus dieser Vergleichungstabelle geht also hervor, daB mit beiden 
Methoden, praktisch gesprochen, die hinzugefiigte Hippursiure quanti- 
tativ zuriickgefunden wird. Hieraus darf man schlieBen, daB, falls 
alle im Harn vorkommende Benzoesiure als Hippursaure auftritt, 
die Resultate der Kingsbury-Swansonschen Methode denjenigen der 
Snapper-Laqueurschen Methode genau entsprechen miissen.  Sollte 
aber die zugefiihrte Benzoesiure nicht als Hippursiure, sondern an 
andere Stoffe gepaart ausgeschieden werden, dann muB die Kingsbury- 
Swansonsche Methode héhere Werte aufweisen als die Snapper-Laqueur- 
sche Methode. Umgekehrt aber folgt aus dem Vorhergegangenen, 
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daB, falls im Harn die Kingsbury-Swansonsche Methode héhere Werte 
aufweist als die Snapper-Laqueursche Methode, tatsichlich Benzoesiure 
an andere als an Glykokoll gepaarte Stoffe ausgeschieden wird. 


IV. Experimenteller Teil. 


A. Versuche nach den Kingsbury-Swansonschen und Snapper-Laqueur schen 
Methoden im normalen Harn und nach Zufiihrung von benzoesaurem Natrium 
(10 bis 15g). 

Die nachfolgenden Versuche dienten dazu, um zu bestimmen: 

1. das Totalquantum Benzoesiure, d. h. die Benzoesiure, welche an 
Glykokoll gepaart ist plus diejenige Menge, welche an andere Stoffe, be- 
sonders an Glucuronséiure gebunden ist; 

2. das Quantum Hippursiure und daraus das Quantum Benzoesiure, 
welches an Glykokoll gepaart ist; 

3. die qualitativen Eigenschaften des Harns (s. 8. 252). 

Alle Versuche fanden statt vor (Vortag) und nach dem Gebrauch von 
groBeren Dosen benzoesauren Natriums (Probetag), und zwar gleichzeitig 
und derart, daB bei beiden Methoden mit demselben Volumen gearbeitet 
wurde. 

Protokolle. 
Der Kiirze wegen wird nur der erste Versuch ausfiihrlich angefiihrt. 


Versuch 1. Vortag. 15. November 1922. 


Der Harn des Patienten wird wahrend 12 Stunden aufgefangen. 
Quantum 1335 cem. Spez. Gew. 1014. Reaktion: sauer. EiweiB: 


negativ. 
DORMRS 828 Go eee eet 
PA RONIOE ine. Seb! Sein a Wespiau le wi 
Gl oi Naphthoresorcin ......... Pr 
ylucuronsaure- : 
sesiibieinaias Cc eee meg tnd oo ma 


Phioroglucin. ...... 
Quantitative Versuche fanden nicht statt. 
Versuch 1. Probetag. 16. November 1922. 


15 g benzoesaures Natrium zugefiihrt. Patient hat keine Beschwerde. 
Der Harn wird gleich nach der Zufiihrung wahrend der ersten 8 Stunden 


aufgefangen. 
Quantum 710 cem. Spez. Gew. 1014. Reaktion sauer. EiweiB negativ. 
Fehling') . . . . . . Eine verzégert auftretende, all- 
miahlich starker werdende positive 
Reaktion. 
Nylander .... . . positiv 
Glucuron- {Naphthoresorcin . . . positiv; schwarzes Band 550 bis 600. 
saure- A SE ES aii cane arte »,  Streifen bei 620. 
reaktionen: [Piorosiuein eg ee »»  Streifen zwischen D und E. 


1) Die Fehlingsche Lésung soll 1: 1 im Verhaltnis zum Harn genommen 


werden. 
*) Das Orcinspektrum wird am besten im Halbdunkel wahrgenommen. 


Der Streifen zeigt sich zuerst schwach und wird allmahlich deutlicher. 
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Quantitative Versuche: | 
Bestimmung des Totalquantums Benzoesiure (Kingsbury-Swanson). 

Fiir 25 ccm Harn gebraucht man 36,65 cem Na-Athylat 0,089 N. 

Fiir 25 cem Harn (Kontrollversuch) 36,45 eem Na-Athylat 0,089 N. 

In 710 cem Harn befinden sich durchschnittlich 11,312 g Benzoesaure. 

Bestimmung der Hippursaéure (Snapper-Laqueur). 

In 710 cem Harn befinden sich: A. 15,629 g Hippursiure, B. 15,157 g 
Hippursiure, durchschnittlich also 15,393 g Hippursdure iiber- 
einstimmend mit 10,491 g Benzoesaure. 

Bei der Bestimmung des Totalquantums Benzoesaure werdun also 
821 mg mehr gefunden als Gbereinstimms mit dem Benzoesiure- 
gehalt der Hippursaure. 

Die quantitativen Versuche des Vortages fanden, wie gesagt, nicht statt, 
was iibrigens — wie sich aus dem Vorhergehenden ergibt — das 
gegenseitige Verhaltnis der Werte nicht andert. 

Von den zugefiihrten 15 g benzoesauren Natriums fanden wir also im 
Harne der ersten 8 Stunden 11,312 g Benzoesiure zuriick: 89 Proz. 


Versuch 2. Vortag. 23. November 1922. 
Quantum nicht bestimmt. Spez. Gew. 1018. Reaktion sauer. EiweiB 
negativ. 
Qualitative Reaktionen saimtlich negativ. 


Versuch 2. Probetag. 24. November 1922. 

15 g benzoesaures Natrium zugefiibrt. 

Patient hat schon nach einer halben Stunde vomiert. 

Der Harn ist wihrend der ersten 8 Stunden aufgefangen. 

Quantum 600 ccm. Spez. Gew. 1020. Reaktion sauer. EiweifS negativ. 

Qualitative Reaktionen saimtlich positiv. 

Quantitative Versuche: 

In 600 cem Harn fanden wir nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich*) 
5,762 g Benzoesiure, und nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 
7,8 g Hippursaure gleich 5,316 g Benzoesaure. 

Bei der Bestimmung des totalen Benzoesiuregehaltes des Harns 
werden also 446 mg Benzoeséiure mehr vorgefunden als iiberein- 
stimmt mit dem Benzoesiuregehalt der im Harn vorkommenden 
Hippursaure, d. h., daB 7,7 Proz. der ausgeschiedenen Benzoesaure 
nicht an Glykokoll gebunden sind. 

Des weiteren ersieht man, da8 bereits eine halbe Stunde nach Zufiihrung 
des Medikamentes ungefahr die Halfte der Dosis resorbiert worden 
ist und daB man, trotz des Erbrechens, ein Plus an Benzoeséure 
konstatiert. 


Versuch 3. Vortag. 25. November 1922. 
Der Harn wird wahrend 12 Stunden aufgefangen. 
Quantum 1025 cem. Spez. Gew. 1017. Reaktion sauer. EiweiB negativ. 
Qualitative Reaktionen negativ, ausgenommen Naphthoresorcin, 
schwach positiv, graues Band 580 bis 600. 


1) In diesen Protokollen wird mit ,,durchschnittlich“* immer angegeben, 
daB Doppelanalysen stattfanden. 
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Quantitative Versuche: Qi 
In 1025 cem Harn fanden wir nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 
519 mg Benzoesiure und nach Snapper-Laqueur 756 mg Hippursiure 
gleich 515 mg Benzoesiure. 


Versuch 3. Probetag. 26. November 1922. 


15 g benzoesaures Natrium zugefiihrt. Keine Beschwerde, gemischte 


Diat. 
Der Harn ist waihrend dreimal 8 Stunden aufgefangen. 
Harn der ersten 8 Stunden: H 


Quantum 880 cem. Spez. Gew. 1018. Reaktion sauer. EiweiB negativ. 
Qualitative Reaktionen samtlich positiv. 
Quantitative Versuche: Q 
In 880 ccm Harn fanden wir nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 
11,646 g Benzoesiure und nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 
15,624 g Hippursadure gleich 10,648 g Benzoesiure. 
Plus von nicht an Glykokoll gepaarter Benzoesiure 998 mg: 81% Proz. 
Harn der zweiten 8 Stunden: H 
Quantum 225 cem. Spez. Gew. 1018. Reaktion sauer. Eiweif negativ. 
Qualitative Reaktionen simtlich negativ. 
Quantitative Versuche: 4 
In 225 cem Harn fanden wir nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich Q 
369 mg Benzoesiiure und nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 
419 mg Hippursaure gleich 286 mg Benzoesiure, also ein Plus von 
83 mg Benzoesaure. 
Harn der dritten 8 Stunden: 
Quantum 600 ccm. Spez. Gew. 1018. Reaktion sauer. Eiwei8 negativ. 
Qualitative Reaktionen saimtlich negativ. 
Quantitative Versuche: Q 
In 600 cem Harn fanden wir nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 
483 mg Benzoesiure und nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 
616 mg Hippursaure gleich 422 mg Benzoesiure, also ein Plus von 
61 mg Benzoesaure. 
Von den zugefiihrten 15g benzoesauren Natriums fanden wir also 
zuriick 12,498 g minus 0,515 g (des Vortages) gleich 11,983 g Benzoe- 
siure: 9414 Proz. 
Obgleich wir bereits friiher festgestellt hatten, daB nur zu vernach- 
lassigende Mengen ungebundener Benzoesiure im Harn vorkommen, haben 
wir sicherheitshalber bei den nachfolgenden Versuchen den Harn nach der 
Methode von Wiechowski (8. 251) auf freie Benzoesiure untersucht, um zu 
lkonstatieren, da8 keine Hippursiure bzw. andere Benzoesiurepaarlinge 
gespalten werden. : ra 


Versuch 4. Vortag. 21. Januar 1923. 


Der Harn wird wihrend 24 Stunden in 5 ccm konzentrierter Salpeter- 

siure aufgefangen. 
Quantum 1960cem. Spez. Gew. 1018. Eiweif negativ. - 
Qualitative Reaktionen simtlich negativ. 


& 
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Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski nur zu vernachliassigende Spuren freier Benzoesiure'), 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 1,452 g Benzoesiure, 
nach Snapper-Laqueur durchnittlich 2,575 g Hippursiure gleich 
1,754 g Benzoesaure. 

Versuch 4. Probetag. 22. Januar 1923. 

Zugefiihbrt 6 x 24%4g benzoesaures Natrium in Oblaten innerhalb 
¥% Stunde. Keine Beschwerde. Gemischte Diat. 

Der Harn ist wihrend 24 Stunden in drei Perioden (9, 7 und 8 Stunden) 

. aufgefangen. 
Harn der ersten 9 Stunden: 
Quantum 1150 ccm. Spez. Gew. 1017. Reaktion sauer. Eiwei® negativ. 
Qualitative Reaktionen saimtlich positiv. 
Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski nur zu vernachliassigende Spuren freier Benzoesaure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 11,037 g Benzoesiure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 14,360 g Hippursaure gleich 
9,787 g Benzoesaure. 

Plus von nicht an Glykokoll gepaarter Benzoeséure 1250 mg: 11,3 Proz. 

Harn der zweiten 7 Stunden: 

Quantum 362% cem. Spez. Gew. 1022. Reaktion sauer. Eiwei8 negativ. 

Qualitative Reaktionen samtlich negativ, ausgenommen Fehling: 
schwach positiv. 

Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski nur zu vernachlassigende Spuren freier Benzoesiure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 1,611 g Benzoesiure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 2,356 g Hippursaiure gleich 
1,606 g Benzoeséure, also ein Plus von 5 mg Benzoesiaure. 

Harn der dritten 8 Stunden: 
Quantum 3121 cem. Spez. Gew. 1018. Reaktion sauer. EiweiB negativ. 
Qualitative Reaktionen saimtlich negativ. 

Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski zu vernachiassigende Spuren freier Benzoesiure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 325 mg _ Benzoesiure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 478 mg Hippurséure gleich 
326 mg Benzoeséure, also ein Minus von 1 mg Benzoesiaure. 

Von den zugefiihrten 15g benzoesauren Natriums fanden wir also 
zuriick 12,974 g minus 1,826 g (des Vortages) gleich 11,148 g Benzoe- 
sdure, etwa 90 Proz. 


Versuch 5. Vortag. 29. Januar 1923. 

Der Harn wird wahrend 24 Stunden in 5 cem konzentrierter Salpeter- 
sdure aufgefangen. 

Quantum 2060ccem. Spez. Gew. 1014. Eiwei8 negativ. 

Qualitative Reaktionen siémtlich negativ. 

Quantitative Versuche: m 

Nach Wiechowski nur zu vernachlassigende Spuren freier Benzoesaure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 1,136 g Benzoesiaure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 1,719 g Hippursaure gleich 
1,171 g Benzoesaure. 


1) Samtliche Wiechowski-Bestimmungen wurden doppelt ausgefiihrt. 
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Versuch 5. Probetag. 30. Januar 1923. 

Zugefiihrt 6 x 2%g benzoesaures Natrium in Oblaten innerhalb 
% Stunde. 

Keine Beschwerde. Gemischte Diit. 

Der Harn ist waihrend dreimal 8 Stunden aufgefangen. 

Harn der ersten 8 Stunden. 
Quantum 1230 cem. Spez. Gew. 1016. Reaktion sauer. EiweiB negativ. 
Qualitative Reaktionen samtlich positiv. 

Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski nur zu vernachliassigende Spuren freier Benzoesaure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 10,750 g Benzoesiure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 14,600 g Hippursiure gleich 
9,951 g Benzoesiaure, also ein Plus von nicht an Glykokoll gepaarter 
Benzoesiure 799 mg: 7,9 Proz. 

Harn der zweiten 8 Stunden: 
Quantum 375 cem. Spez. Gew. 1024. Reaktion sauer. Eiwei8 negativ. 
Qualitative Reaktionen simtlich negativ. 

Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski nur zu vernachlassigende Spuren freier Benzoesaure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 477mg Benzoesaure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 693 mg Hippursaure gleich 
472 mg Benzoesaure. 

Harn der dritten 8 Stunden: 
Quantum 730 ccm. Spez. Gew. 1011. Reaktion sauer. Eiwei8 negativ. 
Qualitative Reaktionen simtlich negativ. 

Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski nur zu vernachlassigende Spuren freier Benzoesaure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 387mg Benzoesdure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 529 mg Hippursaure gleich 
360 mg Benzoesaure. 

Von den zugefiihrten 15g benzoesauren Natriums fanden wir also 
zuriick 11,614g minus 1,136 g (des Vortages) gleich 10,478 g Benzoe- 
sdure: 83 Proz. 


Versuch 6. Vortag. 6. Februar 1923. 


Der Harn wird wahrend 24 Stunden in 5 ecm konzentrierter Salpeter- 
siure aufgefangen. 

Quantum 1600cem. Spez. Gew. 1027. Eiwei8 negativ. 

Qualitative Reaktionen saimtlich negativ. 

Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski nur zu vernachlassigende Spuren freier Benzoesaéure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 1,450 g Benzoesaure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 2,374 g Hippursaure gleich 
1,618 g Benzoesaure. 


Versuch 6. Probetag. 7. Februar 1923. 
Zugefiihrt 6 x 24%g benzoesaures Natrium in Oblaten innerhalb 
% Stunde. 
Keine Beschwerde. Gemischte Diat. 
Der Harn ist wahrend dreimal 8 Stunden aufgefangen. 
Harn der ersten 8 Stunden: 
Quantum 700 cem. Spez. Gew. 1022. Reaktion sauer. EiweiB negativ. 
Qualitative Reaktionen simtlich positiv. 
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Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski nur zu vernachlassigende Spuren freier Benzoesaure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 6,166 g Benzoesiéure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 8,329 g Hippurséure gleich 
5,677 g Benzoesiure, also ein Plus von nicht an Glykokoll gepaarter 
Benzoesiure 489 mg: 7,93 Proz. 

Man beachte, daB wiaihrend dieser ersten 8 Stunden nur etwa die Halfte 
des zugefiihrten Natrium Benzoicum ausgeschieden ist; demnach 
diirfte man das fehlende Quantum wahrend der zweiten Periode 
erwarten; dies erweist sich als richtig. 

Harn der zweiten 8 Stunden: 
Quantum 540 ccm. Spez. Gew. 1026. Reaktion sauer. EiweiB negativ. 
Qualitative Reaktionen siamtlich positiv. 

Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski nur zu vernachlassigende Spuren freier Benzoesiure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 5,764 g Benzoesiure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 7,800 g Hippursaure gleich 
5,317 g Benzoesaure, also ein Plus von nicht an Glykokoll gepaarter 
Benzoesiure 447 mg: 7,75 Proz. 

Wir konstatieren, daB die Ausscheidung der Hippursiure sowie der 
anderen Benzoesiurebindung(en) bei diesem Patienten sehr langsam 
stattfindet, indem wir des weiteren sehen, daB die Ausscheidung 
dieser Stoffe parallel verliuft. 

Harn der dritten 8 Stunden: 
Quantum 370 cem. Spez. Gew. 1027. Reaktion sauer. Eiwei8 negativ. 
Qualitative Reaktionen simtlich negativ. 

Quantitative Versuche: 

Nach Wiechowski nur zu vernachlissigende Spuren freier Benzoesaure, 
nach Kingsbury-Swanson durchschnittlich 533 mg Benzoesdure, 
nach Snapper-Laqueur durchschnittlich 791 mg Hippurséure gleich 
537 mg Benzoeséure. 

Von den zugefiihrten 15g benzoesauren Natriums fanden wir also 
zuriick, 12,463 g minus 1,541 g (Vortag) gleich 10,922 g Benzoeséure 
= 86 Proz. 

Vergleichen wir den Wert des Totalquantums Benzoesaure mit dem der 

aus Hippursiure berechneten Benzoeséure, so ergibt sich folgendes: 

Im Harn des Probetages (erste 8 Stunden) finden wir stets ein Plus von 

Benzoesdure, welche nicht an Glykokoll, sondern an andere Stoffe gepaart ist. 


Die quantitativen Versuche mit dem nativen Harn der ersten 8 Stunden 
des Probetages verlaufen parallel mit den qualitativen Reaktionen, d. h. 
immer, wenn ein Plus von Benzoesdéure vorkommt, sind die Reaktionen 
von Fehling, Nylander, Naphthoresorcin, Orcin und Phloroglucin positiv: 
aller Wahrscheinlichkeit nach ist also ein Teil der ausgeschiedenen Benzoe- 
sdure an Glucuronsdure gepaart (7 bis 111% Proz.). 


B. Versuche nach der modifizierten Methode Kingsbury-Swanson. 


Nach dem Vorhergehenden kénnte man eventuell noch folgenden 
Einspruch erheben. Die Benzoesdure wird nach Kingsbury-Swanson im 
Harne selbst bestimmt, dagegen wird die Hippurséure nach Snapper-Laqueur 
im Athylacetatextrakt des Harns berechnet. Man kénnte fragen, ob solche 
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groBen Quantitaten Hippursaure, wie unsere Versuche ergaben, auch vollig 
in das Athylacetat iibergehen, weil es immerhin méglich sein kénnte, dab 
beim Ausschiitteln ein Teil der Hippursaure im Harne zuriickbleibt, wodurch 
man bei der Berechnung der im Athylacetat vorhandenen Hippursaure zu 
kleine Werte fiir das Quantum an Glykokoll gepaarter Benzoesiure erhalten 
wiirde und infolgedessen beim Vergleichen der fiir das Totalquantum 
Benzoesiure gefundenen Werte sich ein Plus finden wiirde. 

Ware dies der Fall, dann ware das obenerwahnte Plus teilweise auf 
einen Fehler in unserer Methode zuriickzufiihren. 

Dieser Einwand ist jedoch nicht zutreffend. Auf 8S. 257 Tabelle I 
haben wir den Beweis geliefert, daB die dem Harne zugefiigte Hippur- 
sdure sowohl nach Kingsbury-Swanson, wie nach Snapper-Laqueur quanti- 
tativ zuriickgefunden wird. Beim Ausschiitteln mit Athylacetat nach 
Snapper-Laqueur bleibt also keine Hippurséure im Harne zuriick. 

Nichtsdestoweniger haben wir die im vorigen Abschnitt erwahnten 
Versuche nach Kingsbury-Swanson im Athylacetat!) bestimmt. 

Unsere Methode, die wir kiinftighin die modifizierte Methode von 
Kingsbury-Swanson benennen, ist folgende: 

2x 100cem Harn werden mit HCl angesiuert, jede Portion mit 
6 x 100cem Athylacetat ausgeschiittelt und halbiert. 

Der ersten Hadlfte Athylacetat wird ein bestimmtes Quantum Lauge 
(74% ccm NaOH, 33'/,proz.) hinzugefiigt, damit eine starke alkalische 
Reaktion auftritt (um Verlusten an Benzoeséure bzw. Benzoeglucuron- 
siiure vorzubeugen), und dann wird abdestilliert: Das Residuum wird ‘in 
50 cem destillierten Wassers gelést, 500 mg MgO und 5 g NaOH hinzugefiigt*) 
und weiter unter Beriicksichtigung der nachfolgenden Abanderungen nach 
Kingsbury-Swanson verfahren. 

Nachdem niamlich die Fliissigkeit mit HNO, gekocht worden ist und 
abgekiihlt ist, kann man dieselbe nicht sofort mit Chloroform ausschiitteln 
und titrieren. 

Beim Abdestillieren des Athylacetats ist ja Essigsiure frei geworden, 
welche weder durch Kochen mit Lauge noch durch Kochen mit Salpeter- 
sdure zerstért wird. Falls man also mit Chloroform ausschiittelt, wiirden 
sowohl Benzoeséure als Essigsiure tibergehen; bei Titrierung erhielte man 
also zu hohe Werte. Folglich soll die Essigséure entfernt werden. Zu diesem 
Zwecke haben wir die Fliissigkeit nach dem Kochen mit Petrolather aus- 
geschiittelt, welcher wohl die Benzoesiure, jedoch nicht die Essigsaure auf- 
nimmt. 

Nach dem Kochen mit HNO, wird die Fliissigkeit mit 10 x 50 ccm 
Petrolaither geschiittelt, dieser nachher filtriert und das Filter mit frischem 
Petrolather nachgespiilt. SchlieBlich wird das Filtrat mit 4 x 25 cem 
10proz. NaOH geschiittelt, wodurch alle Benzoesiure in die wisserige 
Lésung tibergeht. Diese 100 ccm alkalische Lésung werden so lange gekocht, 
bis eventuell mit hiniibergegangener Petrolither verdunstet ist. Nach 
Abkiihlung wird die Lésung mit konzentrierter Salpetersiure stark an- 
gesdiuert, mit Chloroform nach der Methode von Folin und Flanders aus- 
geschiittelt und schlieBlich mit Na-Athylat titriert. 


1) Bekanntlich sind sowohl Hippursiure und Benzoesaéure sowie auch 
Benzoeglucuronsiure in Athylacetat leicht léslich. 

2) 7% eem 33'/,;proz. NaOH wurden schon bei der Destillation ver- 
braucht. 
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Die restierenden 300 com Athylacetat werden ginzlich nach der Snapper- 
Laqueurschen Methode behandelt. 

Die anderen 600 ccm Athylacetat dienen zu Kontrollversuchen. 

Nach verschiedenen blinden Versuchen mit wdsserigen Lésungen und mit 
Harn, mit oder ohne Zufiigung eines bestimmten Quantums Hippursdure, haben 
wir festgestellt, daB mit der modifizierten Methode von Kingsbury-Swanson 
befriedigende Resultate erzielt werden kénnen, wenn man mit einem konstanten 
Fehler von 0,4 com Na-Athylat 0,09 n rechnet, welcher von den Titrations- 
werten zu subtrahieren ist. 

In nachfolgender Tabelle findet man die Resultate der Versuche, in 
denen wir den Harn vor und nach Zufiithrung von 15g benzoesauren 
Natriums untersuchten auf: 1. Totalquantum Benzoesiure nach der 
modifizierten Methode Kingsbury-Swanson; 2. Hippursaure nach der 
Methode Snapper-Laqueur. 


Tabelle II. 


Totalquantum Benzoesiure nach der modifizierten Methode von 
eee Swanson, 5 er nach Snapper-Laqueur. 























Totals " Bensoe- } Nicht an Glucurons 


Zuges uantum | saure als | Glykokoll | 
Datum fabrt | \Pro be| nzoes  Hippurs | gepaarte  Prozentual saures 
sSaure Saure — enzoes. } reaktionen 
i. | 2S Ses g BE Sake 
24.VII| 10 | 1 + Vortag | 
1922 | 24 Std. 0,948 0,942 =: | a 


Probetag 
24Std. | 7,430 6880 0550 74Proz, +++ 


14.TX.|| 10 | 2 Vortag 


1922 | 24 Std. 0,345 | 0342 | — ii adita 
Probetag | | 
erste 3,856 3,429 | 0,428 +++ 


zweite| 3 | 3.5155, 3,2195| 0,296 | me a 
dritte { Std. 0,423 | 0,305 0,118 | 12,2Proz., * * * 


| vierte 0,444 | 0,283 | 0,161 oi 
25.1X.| 10 | 3 | Vorteg | 0,734 | 0714 | — | slides 

1922 | mtn 
| erste | 7, 933 7,375 | 0,558 7 Proz. +++ 


| zweite sta. | 0.265 | 0.248 | 


Zusammenfassend ergibt sich, daB bei Versuchen nach dem ur- 
spriinglichen Verfahren von Kingsbury-Swanson bzw. Snapper-Laqueur 
immer ein Plus an Benzoesaure gefunden wird, welche nicht an Glykokoll 
gepaart ist. 

Die modifizierte Methode Kingsbury-Swanson weist die nimlichen 
Resultate auf: auch hier finden wir immer dasselbe Plus von nicht 
an. Glykokoll gepaarter Benzoesdure zuriick, mit anderen Worten: 
Die Hippursdure, welche nach Zufiihrung von 10 bis 15g benzoesauren 
Natriwms im Harne vorkommt, geht villig in Athylacetat iiber, wenn man 
den Harn des Probetages geniigend mit demselben geschiittelt hat (siehe 
Methodik). 
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V. Mineralsiuren fillen die Benzoeglucuronsiure im Harne nicht. 


Da die verabreichte Benzoesiure zu 80 bis 95 Proz. als Hippur- 
siure im Harn vorkommt, kann der Unterschied zwischen dem Total- 
quantum Benzoesiure und der an Hippursiure gebundenen Benzoe- 
siure nur einzelne Prozente betragen. 

Es ist klar, da&8 man deutlichere und iibersichtlichere Resultate 
erzielt, wenn dieser Unterschied gréBer wird. Zu diesem Zwecke ver- 
suche man, die Hippurséure aus dem Harne zu entfernen, ohne jedoch 
die an andere Stoffe gebundene Benzoesaéure zu beeinflussen. 


Bekanntlich wird die Hippursiure von HNO, und H,SO, nieder- 
geschlagen [Kobert (4)]. Nach Zufiigung dieser Saéuren (2 Proz. des 
Volumens) zum Harn des Probetages und nachdem dieser einige Zeit 
kihl aufbewahrt ist, entsteht allmahlich ein flockiger Niederschlag. 


Nun ist die Frage, ob im Niederschlag nur Hippurséure vorkommt, 
oder ob auch andere, nicht an Glykokoll gepaarte Benzoesiurebindungen 
prazipitiert werden. Der nachfolgende Versuch gibt uns _hieriiber 
Auskunft. 

Versuch. 6. September 1922. 

Einem Patienten werden 10 g benzoesaures Natrium verabreicht. Der 
Harn der zweiten 3 Stunden wird aufgefangen. Einem Teil desselben 
(310 cem) werden 6,2ccm konzentrierter Salpetersiiure zugefiigt. Das 
Gemisch wird an kiihler Stelle wahrend 2 x 24 Stunden aufbewahrt. Es 
entsteht ein Prazipitat, welches, nach Abfiltrieren des Harns, im Exsikkator 
bis zu konstantem Gewicht stehen bleibt. Ein bestimmtes Quantum 
dieses Niederschlags wird nach Kingsbury-Swanson und Snapper-Laqueur 
behandelt. 

200 mg weisen nach Kingsbury-Swanson 132 mg Benzoesiure gleich 
19914 mg Hippursiure auf (Doppelanalyse); nach Snapper-Laqueur findet 
man von 200 mg 19714 mg Hippursaure zuriick (Doppelanalyse). Hieraus 
ergibt sich, daB8 mit Salpetersiure nur Hippurséure, nicht aber die unbe- 
kannte Benzoesiurepaarung niedergeschlagen ist, und zu gleicher Zeit, 
da8 man hierdurch tiber eine Methode verfiigt, um diese von jener zu trennen. 


Um festzustellen, daB wihrend dieser 2 x 24 Stunden keine 
Spaltung der Hippursiure stattgefunden hat, haben wir das Filtrat 
auf freie Benzoesiure untersucht: 25cem des Harnfiltrats werden 
mit 6 x 50ccm Petrolaither ausgeschiittelt, dieser verdunstet usw. 
(Methode von Wiechowski). Es entstehen keine Kristalle und zur 
Titration geniigen ein paar Tropfen Lauge (0,2 n). 

Wir kommen nun zu dem nachfolgenden Resultat: Wenn dem 
Harn 2proz. konzentrierte Salpetersdure zugefiigt worden ist und man 
dieses Gemisch wihrend 2 x 24 Stunden an kiihler Stelle aufbewahrt, 
tritt keine Spaltung von gebundener Benzoestiure auf, wahrend man im 
Filtrat bedeutend weniger Hippursdure, jedoch ein gleiches Quantum von 
nicht an Glykokoll gepaarter Benzoesture findet. 
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GemaB obengenanntem Verfahren haben wir nun den Harn simt- 
licher Probetage der in Kapitel IV, A., erérterten Versuche aufs neue 
nach Kingsbury-Swanson und Snapper-Laqueur behandelt ; das Resultat 
findet man in nachfolgenden Protokollen. 


Versuch 1. 28. November 1922. 
(Siehe auch Versuch 3, Probetag, ersten 8 Stunden, S. 260.) 

Nach Beendigung der qualitativen und quantitativen Versuche des 
nativen Harns (880 cem) fiigt man dem Uberschu8 (530 cem) 12 cem kon- 
zentrierter Schwefelsiiure zu. Der im Harne entstandene Niederschlag wird 
abgesaugt und das Filtrat nach den beiden oben erwahnten Methoden 
untersucht '). 

Quantitative Bestimmung: 880 ccm Harnfiltrat enthalt durchschnitt- 
lich ein Totalquantum von 2,605 g Benzoesiure und 2,439 g Hippurséure 
gleich 1,662 g Benzoesiure. 

Bei der Bestimmung des Totalquantums Benzoesiiure werden also 
943 mg Benzoesiure mehr gefunden als iibereinstimmt mit dem Benzoe- 
siuregehalt der Hippursdiure. Im nativen Harn des Probetages war dieses 
Plus 998 mg. 


Aus diesem einfachen Versuche ergibt sich, daB nach Entfernung 
der Hippursaure in gréBtméglichem Quantum das Harnfiltrat noch 
ungefaihr dasselbe Plus wie der native Harn aufweist, namlich 943 mg 
Benzoesiure. Die Differenz (55 mg) mit dem Plus des Probetages ist 
darauf zuriickzufiihren, daB zwar der Niederschlag abgesaugt, aber 
nicht nachgewaschen wurde, wodurch ein kleines Quantum der un- 
bekannten Benzoesiiurepaarung auf dem Filter zuriickgeblieben ist. 


Versuch 2. 24. Januar 1923. 
(Siehe auch Versuch 4, Probetag, erste 9 Stunden, 8S. 261.) 

Dem UberschuS des nativen Harns (375 eem) werden 7144 ccm HNO, 
zugefiigt, weitere Behandlung wie oben. Quantum des nativen Harns 
1150 cem. 

Das Harnfiltrat wird untersucht auf: a) Freie Benzoesiure (Doppel- 
analyse), b) Totalquantum Benzoesiure (Doppelanalyse), c) Hippursiure 
(Doppelanalyse). 

Quantitative Bestimmung: Freie Benzoesiiture ist im Harnfiltrat 
nicht aufzuweisen. 1150 ccm Harnfiltrat enthalten durchschnittlich 3,112 g 
Benzoeséure und 3,130 g Hippurséure gleich 2,133 g Benzoesaure. 

Bei der Bestimmung des Totalquantums Benzoesiure werden also 
1,179 g Benzoesture mehr gefunden als iibereinstimmt mit dem Benzoe- 
siuregehalt der Hippurséure. Im nativen Harn des Probetages war dieses 
Plus 1,250g. Die Differenz von 71mg kommt auf Rechnung der Filtration, 
siehe oben. 

Versuch 3. 31. Januar 1923. 
(Siehe auch Versuch 5, Probetag, erste 8 Stunden, S. 262.) 

Dem Uberschu8 des nativen Harns (305 cem) werden 6,2 ccm HNO, 
zugefiigt, weitere Behandlung wie oben. Quantum des nativen Harns 
1230 ccm. 


1) Die gefundenen Werte multipliziere man mit 542/539. Fiir andere 
Versuche mutatis mutandis. 





a ee ee ‘ 


Seas eaten tee Te 














268 J. Neuberg: 


Quantitative Bestimmung: Freie Benzoesiure ist im Harnfiltrat fast 
nicht aufzuweisen. 1230 cem Harnfiltrat enthalten durchschnittlich 2,903 g 
Benzoesdure und 3,198 g Hippurséure gleich 2,180 g Benzoesiure. Plus 
723 mg Benzoeséure; Plus im nativen Harn 799mg Benzoeséure. Die 
Differenz von 76mg kommt auf Rechnung der Filtration, siehe oben. 

Versuch 4. 9. Februar 1923. 
(Siehe auch Versuch 6, Probetag, erste 8 Stunden, S. 262.) 

Dem Uberschu8 des nativen Harns (300 ccm) werden 3 Proz. des 
Volumens konzentrierter Salpeterséure zugefiigt, weitere Behandlung wie 
oben. Quantum des nativen Harns 700 ccm. 

Quantitative Bestimmung: Freie Benzoeséure ist im Harnfiltrat fast 
nicht aufzuweisen. 700 ccm Harnfiltrat enthalten durchschnittlich 2,307 g 
Benzoesiure und 2,602 g Hippurséure gleich 1,774 g Benzoesaure. 

Plus 533 mg Benzoesiure; Plus im nativen Harn 490 mg Benzoesiure. 
Diesmal haben wir also keinen Verlust, sondern einen Uberschu8 von 43 mg?). 

Zusammenfassend konstatieren wir, daB die Resultate nach der 
Kingsbury-Swansonschen Methode im Vergleich zu derjenigen von 
Snapper-Laqueur folgendes ergeben: 

1. Das Harnfiltrat (nach Mineralsiurezusatz) weist dasselbe 
Quantum nicht an Glykokoll gepaarter Benzoesiure auf wie der native 
Harn. 

2. Die qualitativen Reaktionen des Harnfiltrats bleiben un- 
verandert. 

3. Aus den beiden vorhergehenden Befunden folgt, da8 das Plus 
an Benzoesiure wenigstens teilweise an Glucuronséure gepaart ist. 


VI. Identifizierung des Totalquantums Benzoesiure. 


Das Totalquantum Benzoesiure haben wir nach der Methode 
Kingsbury-Swanson bestimmt. Diese Autoren sind der Meinung, daf 
die an Glykokoll und andere Stoffe gepaarte Benzoesiure in Chloroform 
léslich ist und durch Titration mit Na-Athylat bestimmt werden kann. 
Mit Recht kénnte man fragen, ob auBer der Benzoesiure etwa andere 
sauer reagierende Stoffe in das Chloroform aufgenommen worden sind, 
mit anderen Worten: kann man sich auf die fiir Benzoesiure erhaltenen 
titrimetrischen Werte durchaus verlassen? Um diesen Zweifel zu 
beseitigen, haben wir folgende Versuche vorgenommen: 


Versuch 1. 


2 x 25 ccm Harn der ersten 8 Stunden eines Probetages werden nach 
Kingsbury-Swanson behandelt und mit Chloroform ausgeschiittelt. 

Die Chloroformlésung der ersten 25 ccm wird titriert. 

Resultat 135 mg Benzoesiure. 

Die Chloroformlésung der zweiten 25 ccm wird nicht titriert, sondern 
an der Luft bis zur Trockne verdunstet. 


1) Die qualitativen Reaktionen des Harnfiltrats dieser vier Versuche 
waren samtlich positiv. 
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Das Residuum wird quantitativ in ein Tarierglas tibergebracht und 
sublimiert; das Sublimat wird gewogen. 

Resultat 128 mg Benzoesaure. 

Verlust 7mg, welcher auf Rechnung des Sublimationsfehlers zu 
setzen ist. 

Die Bestimmung der Hippursiure nach Snapper-Laqueur ergibt fiir 
25 ccm 140mg gleich 954 mg Benzoesiure (Doppelanalyse). 

Die Sublimation weist also ein Plus von 321% mg (128 mg minus 95 44 mg) 
nicht an Glykokoll gepaarter Benzoesiure auf. 

Als Schmeizpunkt dieser 128 mg Benzoesdure fanden wir nach erster 
Sublimation 119 bis 120°, nach zweiter Sublimation 121 bis 121,5° (Schmelz- 
punkt von Benzoesiure nach Kempf 121,4°). 

Die Sublimation geschieht folgendermaBen: 

Das nach Verdunstung des Chloroforms zuriickbleibende Residuum 
wird in ein Tarierglas tibergebracht, in ein Sandbad gestellt und bei einer 
Temperatur von 120° sublimiert. 

Um den Temperaturunterschied zu vergréBern, wird das Tarierglas 
mit in Ather getrankter Watte abgedeckt. 

Nach Beendigung der Sublimation wird der zuvor tarierte Deckel des 
Tarierglases aufs neue gewogen. Die Gewichtsdifferenz ist auf Rechnung 
der sublimierten Substanz zu stellen. 

Zum Schlusse wird der Schmelzpunkt des Sublimats bestimmt. 

Im Tarierglas bleibt ‘ein kleines briunliches Residuum zuriick, welches 
bei Titration, praktisch genommen, keine Siure aufweist. 


Bei dem nachfolgenden Versuche haben wir statt des nativen 
Harns des Probetages das Filtrat nach Siurezusatz verwendet, weil 
die Differenz zwischen dem Totalquantum Benzoesiure und der Benzoe- 
siure der Hippursiure im letzteren prozentual gréBer ist. 


Versuch 2. 

2 x 25ccm Filtrat werden wie oben behandelt. 

Die Titration ergibt fiir die ersten 25 ccm 5444 mg Benzoesaure. 

Nach Sublimation und Tarierung finden wir in den zweiten 25 ccm 
54 mg Benzoesiure. 

Die Bestimmung der Hippursiéure nach Snapper-Laqueur ergibt 58,7 mg 
Hippursaure gleich 40 mg Benzoesiiure (Doppelanalyse). 

Auch hier bleibt nach Sublimation ein Plus: 14 mg. 

Schmelzpunkt des sublimierten Stoffes 119°; nach zweiter Sublimation 
121 bis 121,5°, welches genau mit den Kempfschen Angaben tbereinstimmt. 

Diesen Versuch wiederholten wir noch dreimal mit den Harn- 
filtraten von anderen Probetagen, und zwar mit demselben Resultat. 

Mithin steht fest, dap die titrimetrischen Werte, welche nach der 
Methode von Kingsbury-Swanson erhalten werden, tatsdchlich das Total- 
quantum im Harn vorkommender Benzoesture wiedergeben. 

Sowohl bei Titration als bei Sublimation ergibt sich, daB das 
Quantum an Glykokoll gepaarter Benzoesiure, welches im Harn des 
Probetages vorkommt, kleiner ist als das im Harn vorkommende 
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Stoffwechsel der Benzoesiure im menschlichen Organismus. 


Totalquantum Benzoesiure, mit 
anderen Worten: an andere Stoffe 
gepaarte Benzoesiure ist im Harn 
vorhanden. Wie oben bereits an- 
gefiihrt, ist es auf Grund der starken 
Glucuronsdurereaktionen im Harn 
wahrscheinlich, daB wenigstens ein 
Teil dieser Benzoesiure an Glu- 
curonséure gebunden ist. 

Hiermit sind die quantitativen 
Versuche als beendet zu betrachten. 

Die vorstehende Tabelle III 
weist eine Zusammenfassung der mit 
den Kingsbury-Swansonschen und 
Snapper-Laqueurschen Methoden er- 
haltenen Resultate auf. Hieraus 
geht hervor, da8 nach Zufiihrung von 
15g benzoesauren Natriums inner- 
halb einer halben Stunde der gréBte 
Teil waihrend der ersten 8 Stunden 
ausgeschieden wird (80 bis 90 Proz.), 
ausgenommen Versuch 2: der Patient 
hat erbrochen, und Versuch 6: es 
fand langsame Ausscheidung statt. 
Ferner. daB das Totalquantum 
Benzoesaure gréBer ist als das an 
Glykokoll gepaarte Quantum Benzoe- 
saure. 

Dieser Uberschu8 an Benzoe- 
siure ist, wie wir schon gesehen 
haben, auch nachzuweisen, wenn die 
Hippurséure zum gréBten Teil aus 
dem Harn entfernt worden ist (mit 
Mineralsiure); mit anderen Worten : 
sowohl der native Harn als das Harn- 
filtrat weisen, mit nur auf Ver- 
suchsfehler zuriickzufiihrenden Ab- 
weichungen, dasselbe Plus an Ben- 
zoesaure auf (s. Tabelle IV). 

SchlieBlich bemerken wir noch 
beziiglich der Ausscheidung der Ben- 
zoesiure-Glucuronséure-verbindung, 
da8B diese und auch die von eventuell 
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| reaktionen 
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Freie 
Benzoesaure 
mg 
nicht bestimmt 
2,0 
1.98 

3.0 





In Proz. 
aus- 
| gedriickt 


| 
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| Nicht an Glykokoll | 
im nativen Harn 
ohne Zufiigung von 
HNO; 


| gepaarte Benzoesaure | 
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Der Harn wird wahrend 2 mal 24 Stunden an 
: 1. Totalquantum Benzoesiure nach Kingsbury- 


3. Freie Benzoeséure nach Wiechowski. 
In Proz. 

aus. 
| gedriickt 

36,2 

35,6 

24.9 

23,2 
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0,943 
1,179 
0,723 
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Tabelle IV. 
Ausscheidung von Hippurséure und anderen Benzoesiure-Paarlingen im Harn des Probetages (erste 8 Stunden), zu 


als 

g 
1,662 
2,133 
2,180 
1,774 





| Benzoesaure 


j 
| 
| 


enzoe-s 
& 
2,605 
3.312 
2,903 
2.307 


1) Verzégerte Ausscheidung von Hippursiéure und anderen Benzoeséure-Paarlingen bei Menschen mit normalen Nieren. 
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2. Hippursiure nach Snapper-Laqueur. 


der ersten 
1) 8 Stunden 


Probetag 


Harnfiltrat 
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1 
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3 
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Swanson. 
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Zuge- 
fiihrt | 
g 
15 
15 
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Datum 
II. 23 





welchem konzentrierte HNO, (2 Proz. des Volumens) zugefiigt ist. 
kiihler Stelle aufbewahrt, filtriert und das Harnfiltrat untersucht auf 


25. XI. 22 
22. I. 23 
29. I. 23 
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an andere Stoffe gebundener Benzoesiure parallel verliuft mit der 
Hippursaureausscheidung. Dieser Parallelismus behauptet sich auch, 
wenn die Hippurséiureausscheidung verzégert ist. 


Ergebnisse. 


1. Nach Zufithrung von 10 bis 15 g benzoesauren Natriums per os 
kommt im menschlichen Harn keine freie Benzoesiure vor. 

2. Nach Verabfolgung von 10 bis 15g benzoesauren Natriums 
entsteht im menschlichen Harn neben der Hippurséure eine andere 
Substanz, welche mit Fehlingscher und Nylanderscher Lésung, sowie 
mit Naphthoresorcin, Orcin und Phloroglucin positiv reagiert, wihrend 
zugleich der Harn nach Kochen mit Saure rechts dreht. Diese Substanz 
ist also als. Glucuronséiureverbindung zu betrachten. 

3. Von der ausgeschiedenen Benzoesiure sind ungefahr 90 Proz. 
als Hippursiure, und ungefihr 74% bis 11 Proz. als eine andere Ver- 
bindung — mutmaBlich als Benzoe-Glucuronsdure — zugegen. 

4. Die Methoden, bei denen die Menge der Hippursiure aus dem 
Totalquantum Benzoesiure berechnet wird, wie z. B. die von Kingsbury- 
Swanson, ergeben also zu hohe Werte fiir die Hippursaure. 
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Uber die Reizwirkung der Nahrung auf intermediire 
Stoffwechselvorginge. I. 


Von 


Wilhelm Laufberger und J. A. Seféik. 


(Aus dem Institute fiir allgemeine und experimentelle Pathologie 
an der Masaryk-Universitaét zu Briinn.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1923.) 


Die Arbeiten Pawlows und seiner Schiller haben den groBen EinfluB 
der Nahrung auf die Tatigkeit der Verdauungsdriisen gezeigt. Die 
durch den Reiz der eingefiihrten Nahrung ausgeléste Sekretion der 
Verdauungsdriisen ist in sehr feiner und sehr vollkommener Weise — 
sowohl qualitativ als auch quantitativ — angepaBt der Zusammen- 
setzung und Menge der zu verarbeitenden Stoffe. Doch wird sich 
dieser Einflu8 der Nahrung wohl nicht nur auf die auBere Arbeit der 
Verdauungsdriisen beschranken, deren leichtere Zuginglichkeit eine 
meisterhafte Behandlung erméglicht hat, sondern muB8 sich vielmehr 
auch auf die innere Arbeit dieser Organe erstrecken. Um einem Mib- 
verstindnis aus dem Wege zu gehen, miissen wir betonen, daB uns 
dabei nicht jene selbstverstandlichen unzahligen Stoffwechselvorginge 
vor Augen schweben, die durch die Nahrungszufuhr und die darauf 
folgende Sekretion in den Verdauungsdriisen ausgelést werden, sondern 
vielmehr bloB der Teil dieser, der gewissermaBen die Vorbereitung des 
Organs fiir diese Stoffwechselvorginge darstellt. So wie sich auf 
psychischem Wege der Magensaft schon vor der Berithrung mit der 
Nahrung auf die Verdauung von Fleisch und anderen Nahrungsmitteln 
einstellt, so mu8 sich auch der intermediare Stoffwechsel auf die folgen- 
den Vorgiinge vorbereiten, wobei irgend ein Reiz seine Anderung auslést. 
Die Forschung mu8 sich vor allem darauf beschrinken, festzustellen, 
ob Vorginge, die als solche Vorbereitungen gedeutet werden kénnten, 
sich iiberhaupt abspielen, ferner welcher Art sie sind und durch welchen 
Mechanismus sie ausgelést werden. Der Forschung erschlieBt sich 
hier also ein Weg zur Lésung der Probleme des intermediiren Stoff- 
wechsels, der bis jetzt nur von wenigen betreten wurde, unter denen 
Gottschalk+) genannt werden muB. 


1) Gottschalk, Klin. Wochenschr. 380, 1923. 
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Unsere Versuche fiihrten wir an Kaninchen durch,| denen die 
Nahrung in den Magen eingefiihrt wurde, worauf in kurzen Intervallen 
der Blutzucker bestimmt wurde. Unsere Versuche untersuchten den 
Einflu8 von Kohlenhydraten, Fetten und Eiweifstoffen. AuBerdem 
stellten wir noch Kontrollversuche an. Da der EinfluB oraler Kohlen- 
hydratzufuhr auf die Blutzuckerkurve allgemein bekannt ist und sich 
auBerdem unsere Versuchsergebnisse vollkommen mit denen anderer 
Autoren decken, so wire ihre Anfiihrung an dieser Stelle iiberfliissig. 
Dagegen wurde der Einflu8 oraler Proteinzufuhr weniger oft einer 
Untersuchung unterzogen. Die wenigen vorliegenden Versuche dieser 
Art ergaben zudem meistens ein negatives Resultat [Bing und 
Jakobsen, Folin und Berglund, Rosenberg+)]. Diese Versuche wurden 
allerdings an Menschen ausgefiihrt, wobei die Blutproben nach ziemlich 
langen Zeitabstanden entnommen wurden. AuBerdem kann man gegen 
diese Versuche noch einwenden, daB beim Menschen selbst ein so ge- 
ringer Reiz, wie es eine Blutentnahme ist, eine Hyperglykamie auslést. 
Nur das Kaninchen ist ein geeignetes Objekt fiir Versuche, welche 
mit Blutzuckerbestimmungen einhergehen, wie das auch unsere Kontroll- 
versuche beweisen. Zufuhr von Fetten hat nach Jakobsen keinen EinfluB 
auf den Blutzucker. 

Unsere Methodik war folgende: 

Das Versuchstier wurde angebunden, die erste Blutprobe entnommen, 
und mit Hilfe eines in den Schlund eingefiihrten Ureteralkatheters die bei 
den einzelnen Versuchsreihen angefiihrte Menge des untersuchten Stoffes 
eingefiihrt. Hierauf wurden die weiteren Blutproben gewoéhnlich in 5, 15, 30, 
60 Minuten, bei einzelnen Versuchen wurde auch noch nach der ersten Stunde 
entnommen. Zur Analyse diente das neue Verfahren von Bang, mit welchem 
stets Doppelbestimmungen unternommen wurden. Die Tiere hungerten 
vor jedem Versuche 24 Stunden. 


Tabelle I. 





| 


Geschlecht | Gewicht 


Versuch Kaninchen 5! | 30’ 60’ 


Nr. Nr. g Zucker Proz. 


41 16 9g 3410 0,113 | 0,114 | 0,098 | 0,11 | 0,092 
42 13 rou 2330 0,116 0,113 0,119 0,118 | 0,099 


Kontrollversuche: Die Tiere wurden angebunden, die erste Blutprobe 
entnommen und der Katheter in den Schlund eingefiihrt, doch keine Lésung 
eingespritzt. 


1) Folin und Berglund, Journ. of biol. Chem. 51, 1922; Rosenberg, 
Klin. Wochenschr. 20, 1923; Bing und Jakobsen, Deutsch. Arch. f. klin. 
Med. 118, 1914. 








276 W. Laufberger u. J. A. Seféik: 
Tabelle II. 
| § = Zeit 
3 I 3 I 2 = ‘ ’ , , , 7 ere e iT ° " 
ez | 22 $ ze 0 10 20 50 90’ =| «140 200 
> } Mee og 0 Zucker Proz. 
| | pa | | 
10 3 | of | 2410 0,119 0,111 | 0,146 | 0,123 | 0,121 | 0,125 | 0,129 
13 nm 7.8 2150 0,106 0,119 | 0,120 | 0,097 | 0,147 | 0,119 | 0,135 


Versuch mit EiereiweiB: Es wurden 20cem Eiereiwei8 eingespritzt. 











Tabelle III. 

ae) 42| 3 | = Ce od ae ke ae 30’ | 50" 
> i 2 ] fe) Zucker Proz. 

ll 6 oC 1480 0,127, — |0152; — (0,148 — 0,166 
2 | 1 | ot | 2500 |0099; — | 0114) — | 0,133; — | 0,144 
26 3 | o | 2000 |0002/0142; — \ois1; — | — | — 
30 | 5 | o | 2390 | 0,086/0,107/ — [0103 — 0115) — 
31 10 | 2 | 2500 009 | 0,104 — (0119 — 0,098 — 
43 4 | Q@ | 3220 |0091/ 0111; — |0,02| — | 0089; — 
46 | 3 | o | 3110 0095 0128 — (0,107, — 0,095) — 
47 7 9. | 2130./0,116 | 019%; — |0139' — |o12 | — 
§2 | i i :* IL la dA BS A Olt Sicaa A Bc 

i M 1) i Zucker Proz. 

ui} 6 | o | wo} — form} — Joss! — jorss} — 
2 | 1 | o | 2500} — |0131) — |o1%) — jon9) — 
26 a eee ee foe fe me fee | 
Ge ae ek. ac pie epee Cem 
1]. 1:9 | so loom) — | — | —- | —.| — jb 
43 4 Q 3220 | 0,091 | 0,101 | 0,091 | 0,088 | — | 0,086 
46 3 ot | 3110 0,095 | 0,087 | 0,101 | 0,085 0073) — | — 
a7 | 7 | @ | 2190 JouT|ousjous) — | — | — | — 


Versuche mit Pepton: Verwendet wurden 20 ccm einer 25proz. Lésung; 
das verwendete Pepton reduzierte Fehlingsche Lésung nicht. 
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Tabelle IV. 
Versuch Kaninchen | Geschlecht | Gewicht ~ 0 7 | 30" , 6” 
Nr. i> Nr. ; g ; Zucker Proz. 
“i. g | 2520 0,08 0,088 | 0,092 | 0,083 | 0,081 
45 9 fou | 2670 | 0,083 0,088 | 0,083 | 0,086 | 0,085 


Versuche mit Fett: Es wurden 20 cem Olivenél eingefléBt. 


Aus den Kontrollversuchen ist ersichtlich, daB der durch das 
Einfiihren des Katheters bewirkte mechanische Reiz keine Hyper- 
glykaimie auslést. Das Olivenél verhalt sich ebenfalls ganz indifferent. 

Im Gegensatz hierzu weist der Blutzucker der mit Pepton be- 
handelten Tiere eine Erhéhung auf. Der angefiihrte Versuch mit Eier- 
eiweiB verhalt sich ganz ahnlich. Die hier angefiihrten Versuche stellen 
nur eine Auswahl dar, da das weitere uns vorliegende Versuchsmaterial 
in keiner Hinsicht von dem angefiihrten abweicht und seine Ver 
6ffentlichung somit iiberfliissig wire. Die beobachtete Erhéhung ist 
zwar nicht bedeutend — sie erreicht im Versuche 1] 1,66 Prom. — 
aber doch in allen Versuchen deutlich ausgesprochen. Immerhin ist 
eine gewisse UnregelmaBigkeit im Verlaufe der Blutzuckerkurven vor- 
handen, die sich in ihrer verschiedenen Héhe und Lange auBert. So 
ist im Versuche 12 die Erhéhung des Blutzuckers nach 140 Minuten 
noch deutlich, wahrend sie in den meisten Fallen schon nach 30 Minuten 
abgeklungen ist. Auffallend ist aber der regelmaiBige Beginn, der sehr 
friih, schon im Verlaufe der ersten 5 Minuten sich einstellt. 

Ks ist klar, daB man das Ergebnis dieser Versuche nur durch eine 
Reizwirkung der eingefiihrten Nahrung erkliren kann. Die Blut- 
zuckererhé6hung bei Kohlenhydratzufuhr per os konnte man doch noch 
durch Resorption des Zuckers erkliren und sie somit als Transport- 
hyperglykaimie bezeichnen. Ein solcher Einwand kann bei unseren 
Versuchen nicht gemacht werden, da, wie iibrigens schon erwahnt 
wurde, das verwendete Pepton Fehlingsche Lésung nicht reduzierte. 
Andererseits erfordert aber eine Befreiung der Kohlenhydratkomponente 
der EiweiBstoffe immerhin eine linger dauernde Verdauungsarbeit. Es 
ist also durchaus unwahrscheinlich, da8 die Erhéhung des Blutzuckers 
durch Resorption aus dem Darme zustande kommt, da der Blutzucker 
bereits 5 Minuten nach der Einfiihrung der Nahrung erhéht ist. Die 
nicht verinderte Héhe des Blutzuckers bei den Kontroll- und Fett- 
versuchen beweist, da8 die Hyperglykimie nicht durch einen mecha- 
nischen Reiz oder durch Muskelarbeit verursacht ist, denn letztere 
ist bei der Verdauung von Fetten sicher ebenso groB wie bei der Ver- 


dauung anderer Stoffe. Auch indirekt durch Nervenreizung laBt sie 








Le SMB ei e Soy ou 





278 W. Laufberger u. J. A. Sefeik: Reizwirkung der Nahrung usw. I. 


sich nicht erklaren, wie besonders die Kontrollversuche dartun. Deshalb 
muB man aus diesen Versuchen den SchluB ziehen, daB den Protein- 
kérpern bei Verabreichung per os eine Reizwirkung auf den Blutzucker 
zukommt. Indirekt sprechen diese Versuche auch fiir die Meinung 
jener Autoren, die die Hyperglykamie nach Kohlenhydratzufuhr als 
Reizhyperglykamie aufgefaBt wissen wollen. 

Die Frage nach der Art der diese Hyperglykimie auslésenden 
Reizung — ob sie hormonal oder nervés bedingt ist —, kann erst durch 
weitere in dieser Richtung unternommene Versuche gelést werden. 


Zusammenfassung. 


Bei oraler Zufuhr von Pepton oder EiereiweiB entsteht eine Hyper- 
glykismie von wechselnder Dauer schon innerhalb der ersten 5 Minuten. 
Mechanische Reizung der Magenschleimhaut und Zufuhr von Olivenél 
haben keinen Einflu8 auf die Blutzuckerkurve. 








Zur Theorie der Thrombinwirkung. 


IX. Mitteilung: 
Uber Blutgerinnung. 


Von 
Edgar Wohlisch. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Kiel.) 


(Eingegangen am 25. Dezember 1923.) 


Wegen der verwirrenden Fiille einander widersprechender Hypo- 
thesen und Befunde, die heute noch das Eindringen in die interessanten 
Fragen der Blutgerinnungsphysiologie so auBerordentlich erschwert, 
hat sich der Verfasser, um eine allmahliche Klarung wenigstens der 
wichtigsten Punkte herbeizufiihren, neben der Bearbeitung des Ge- 
bietes nach eigenen Gesichtspunkten eine systematische Nachpriifung 
der von anderen Autoren angegebenen, fiir das Problem bedeutungsvoll 
erscheinenden Befunde zur Aufgabe gemacht. 


Erst vor kurzem berichtete ich gemeinsam mit Paschkis') tiber Unter- 
suchungen in der Frage nach der Spezifitaét der Kalksalze, die zu dem 
Ergebnis einer vélligen Bestitigung der — neuerdings von Vines*) sowie ven 
Stuber und Sano*) bestrittenen — Pekelharing-Hammarstenschen Lehre 
fiihrten, nach welcher die Anwesenheit ionisierten Kalkes fiir die Phase 
der Thrombinbildung unbedingt notwendig ist. Eine ausfiihrlichere Dar- 
stellung unserer Versuche ist im Druck und erscheint demniachst in der 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 

Auch tiber die Natur und Wirkungsweise des Thrombins ist vor kurzem 
eine neue Lehre von Stuber und Sano*) aufgestellt worden, mit der sich die 
Uberlegungen und Versuche dieser Mitteilung befassen sollen. 

Nach der alteren Lehre bildet sich bei Beriithrung des Blutes mit Fremd- 
korpern in Gegenwart von Ca-Ionen ein die Ausfallung des Fibrinogens 
bewirkender Stoff, eben das von A. Schmidt entdeckte und von ihm als 
Ferment angesprochene Thrombin. Dieser Stoff, dem auch das Serum 
seine gerinnungsauslésenden Eigenschaften verdankt, la8t sich nach einem 
Verfahren A. Schmidts durch Alkoholfallung aus dem Serum gewinnen, 
indem man das Priazipitat trocknet, fein pulverisiert und in Wasser oder 
Salzl6sung aufschwemmt. Die durch Abfiltrieren des Ungelésten gewonnene 


1) Wohlisch und Paschkis, Klin. Wochenschr. 2, 1930, 1923. 
2) Vines, Journ. of physiology 55, 86, 1921. 

3) Stuber und Sano, diese Zeitschr. 184, 260, 1923. 

*) Dieselben, ebendaselbst, 8. 239. 
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wasserklare Losung hat stark gerinnungsaktive Eigenschaften, die dem 
auf diese Weise einigermaBen rein dargestellten Thrombin zugeschrieben 
wurden. P 

Stuber und Sano kommen nun auf Grund ihrer Versuche zu einem 
wesentlich anderen Ergebnis. Sie glaubten zeigen zu kénnen, daB eine in 
der beschriebenen Weise hergestellte Schmidtsche Thrombinlésung auch 
dann die Gerinnung einer Fibrinogenlésung herbeifiihre, wenn sie von 
dieser durch eine fiir das Thrombin nicht durchgingige Membran getrennt 
werde. Sie ziehen hieraus den Schlu8, das Schmidtsche Thrombin kénne 
kein Ferment sein, und ferner miisse seine Wirkungsweise von der des 
Serums verschieden sein, denn soviel bisher bekannt, wirkt ja das Serum 
nicht durch eine Membran hindurch. Das Schmidtsche Verfahren gestattet 
also nach Stuber und Sano gar nicht die Isolierung des bei der Gerinnung 
wirksamen Serumstoffes; das Schmidtsche Thrombin, dessen Entdeckung 
bisher als eine der wichtigsten Leistungen in der Gerinnungsphysiologie 
angesehen wurde, ist nach den Autoren ein biologisch bedeutungsloses 
Kunstprodukt. Die gerinnungsauslésende Wirkung dieses Stoffes erklart 
sich nach Stuber und Sano durch dessen Natur als ein durch Alkohol- 
denaturation gewonnener EiweiBk6rper: dieser soll durch seine Quellungs- 
tendenz dem Fibrinogen sein Wasser entziehen und dadurch dessen Ge- 
rinnung bewirken. 

Bei der auBerordentlichen Wichtigkeit des Gegenstandes fiir die Ge- 
rinnungsphysiologie wollen wir uns nunmehr mit der Stuber-Sanoschen 
Beweisfiihrung an der Hand eigener Versuche auseinandersetzen. 


Die folgenden schwerwiegenden Bedenken lassen eine Nach- 
priifung der Stuber-Sanoschen Untersuchungen dringend geboten er- 
scheinen : 

1. Ein Befund, der mit groBer Wahrscheinlichkeit fiir die Richtig- 
keit der alten Lehre von der Identitaét des gerinnungsaktiven Serum- 
stoffes und des Schmidtschen Thrombins spricht, ist der von Schmidt 
erbrachte Nachweis, daB man aus Blut, das man direkt in Alkohol 
auffingt — in welchem es also gar nicht erst zum Ablaufen des Ge- 
rinnungsvorganges kommt —, kein Thrombin gewinnen kann, da dieses 
sich nach A. Schmidt eben erst waihrend der Gerinnung bildet. Dieser 
Befund A. Schmidts, den Stuber und Sano nicht erwahnen, ist nach der 
Thrombinlehre dieser Autoren nicht verstandlich, da das frische Blut 
mit Alkohol ebensogut ein denaturiertes Eiwei8prazipitat ergibt wie 
das bereits geronnene. 

2. Es gibt eine Substanz — das aus den Mundwerkzeugen des 
Blutegels darstellbare Hirudin —, welche, soviel man wei, die Blut- 
gerinnung dadurch verhindert, daB sie in spezifischer und quantitativer 
Weise das Thrombin unwirksam macht, und zwar sowohl das des 
frischen Serums, wie auch das aus diesem nach A. Schmidt hergestellte — 
ein Befund, der sich nach der Stuber-Sanoschen Lehre ebenfalls nicht 
verstehen laBt, wihrend es nach der klassischen Lehre gar nicht anders 
sein kann. Auch dieser wichtige Befund ist von Stuber und Sano nicht 
diskutiert worden. 
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3. Die Stuber-Sanosche Annahme, daf der Quellungsdruck der 
Thrombinlésung die treibende Kraft bei der Auslésung der Gerinnung 
sei, ist aus physikalisch-chemischen Griinden sehr unwahrscheinlich. 
Der Quellungsdruck ist ja im wesentlichen abhangig von dem EiweiB- 
gehalt der Lésung, dieser ist aber selbst bei einer stark wirksamen — 
filtrierten — Thrombinlésung sehr gering, er betragt nur einige Promille. 
Man kann sich nach allem in diesen Dingen bisher Bekannten nur 
sehr schwer vorstellen, daB eine derartig stark verdiinnte EiweiBlésung 
noch einen so hohen Quellungsdruck ausiiben soll, daB sie dadurch 
einer sehr viel gréBeren Menge Fibrinogens ihr Lésungswasser entzieht. 
Man hatte es alsdann in dem Thrombin mit einem EiweiSkérper von 
ganz abnormen und extremen Eigenschaften zu tun, zu dem ein Analogon 
bisher nicht bekannt ist. 

4. Die eigenen Daten der beiden Autoren sprechen unbedingt 
gegen die Richtigkeit ihrer Annahme: Stuber und Sano haben versucht, 
den von ihrer Quellungshypothese geforderten Druckanstieg in der 
Thrombinlésung wahrend der Gerinnung auch quantitativ festzustellen, 
indem sie die Thrombinlésung mit einem Szigmondyschen Osmometer 
in Verbindung brachten. Sie beobachteten in ihren Versuchen wahrend 
der Gerinnung ein Steigen der Wassersiule in dem Osmometerrohr 
um 1 bis 2mm! Die hierbei von der Fibrinogenlésung zum Thrombin 
iibergetretene Wassermenge, die wegen des meist engen Lumens der- 
artiger Osmometerréhren nur sehr klein sein kann, ist es also angeblich, 
durch deren Entziehung die Gerinnung der — dazu wahrscheinlich 
noch nicht einmal maximal konzentrierten — Fibrinogenlésung bewirkt 
werden soll. Auf die véllige Unwahrscheinlichkeit einer derartigen 
Vorstellung habe ich bereits friiher') hingewiesen. 

Ich komme nunmehr zur Besprechung meiner eigenen Versuche, 
die zur Aufklirung der Stuber-Sanoschen Befunde dienen sollen. Es 
ist ein einfaches physikalisches Postulat der Quellungshypothese der 
beiden Autoren, daB der Quellungsdruck einer Schmidtschen Thrombin- 
lésung wesentlich gréBer sein miisse als der eines Serums, da ja das 
Thrombin im Gegensatz zum Serum auch durch eine Membran hindurch 
eine Entquellung des Fibrinogens zustande bringen soll. Auf meine 
Veranlassung haben nun Herr Prof. Schade und Herr Dr. Clausen*) mit 
einer von dem ersteren fiir seine Zwecke selbst konstruierten ingeniésen 
Apparatur eine Messung des Quellungsdruckes einer stark gerinnungs- 
aktiven Thrombinlésung vorgenommen. Es ergab sich der Wert 0, 
d. h. der Druck war so gering, daB er unterhalb der Empfindlichkeits- 
grenze der Apparatur lag. Fiir ein normales Serum findet man dagegen 


1) Wohlisch, Klin, Wochenschr. 2, 2318, 1923. 
2) Ich méchte den beiden Herren an dieser Stelle meinen verbindlichsten 
Dank aussprechen. 
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mit derselben Apparatur Werte in der GréBenordnung von etwa 
25mm Hg. 


Der Ausfall der Messung bestatigt also vollkommen unsere Er- 
wartungen, und es ist hiermit experimentell gezeigt, daB der Quellungs- 
druck des Thrombins als Erklarung fiir den Ausfall der Stuber-Sanoschen 
Membranversuche nicht herangezogen werden kann. 


Es gab jedoch noch eine zweite Méglichkeit, den Ausfall der Ver- 
suche zu deuten: Herzfeld und Klinger!) fahren némlich unter den 
Grundversuchen fiir ihre Gerinnungstheorie einen sehr merkwiirdigen 
Befund an, der im Falle der Richtigkeit in der Tat von fundamentaler 
Bedeutung fiir die Gerinnungstheorie hitte werden miissen. Man soll 
nimlich nach diesen Autoren eine Fibrinogenlésung durch einfache 
Dialyse gegen eine gleichprozentige Kochsalzlésung zur Gerinnung 
bringen kénnen; sie schlieBen hieraus auf eine dialysable, die Lésungs- 
stabilitat des Fibrinogens bedingende Substanz, durch deren Ent- 
ziehung es zur Ausflockung des Fibrinogens kommt. Man kénnte sich 
nun denken, daB das Schmidtsche Thrombin die Fahigkeit habe, diese 
Substanz zu binden. Eine Thrombinlésung als AuBenfliissigkeit des 
Dialysators miiBte dann wirken wie eine stindige Frischhaltung der 
von Herzfeld und Klinger in ihrem Versuche als AuBSenfliissigkeit ver- 
wendeten Kochsalzlésung — es miiBte zur Gerinnung des seiner stabili- 
sierenden Hiille beraubten Fibrinogens kommen. Nun haben jedoch 
Stuber und Sano die Herzfeld-Klingerschen Versuche nicht bestitigen 
kénnen: sie erhielten niemals eine Gerinnung des Fibrinogens durch 
Dialyse gegen Kochsalzlésung. 


Zur Klarung des Widerspruches habe ich auch hier eine Nach- 
untersuchung vorgenommen, deren Resultat ich bereits in der Klinischen 
Wochenschrift 2, 1801, 1923 kurz besprochen habe. Die Dinge liegen 
folgendermaBen: Bei Verwendung von Schleicher-Schiillschen Per- 
gamenthiilsen als Dialysator erhielt ich in der Tat unter Umstianden 
eine starke Flockung, manchmal schon nach etwa 12 Stunden. Durch 
Anstellung der von Herzfeld und Klinger unterlassenen Kontrollen 
14Bt sich aber zeigen, daB diese Flockung mit der Dialyse nichts zu 
tun hat: man erhalt die Flockung nimlich auch, wenn man die mit 
Fibrinogen gefillten Hiilsen ohne Aufenfliissigkeit aufbewahrt, oder 
wenn man als Aufenfliissigkeit dieselbe Fibrinogenlésung verwendet, 
in der es dann auch auBen zur Flockung kommt. Die Flockung ist 
also eine Wirkung der Pergamentmembran, nicht der Dialyse. Auch 
bei Verwendung von Kollodiummembranen beobachtet man bisweilen 
Flockungen, jedoch erst nach sehr viel lingerer Zeit. Verschiedene 


1) Herzfeld und Klinger, diese Zeitschr. 71, 391, 1915. 
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Fibrinogenlésungen kénnen sich in derartigen Versuchen, je nach 
ihrem Stabilitaétsgrade, sehr unterschiedlich verhalten. 

Nicht erklarlich ist mir die Angabe von Stuber und Sano, daB sie 
auch bei Dialyse gegen destilliertes Wasser an ihren Fibrinogenlésungen 
keine starkere Flockung beobachtet haben wollen. 

Wie dem auch sei, jedenfalls beruht das Versuchsresultat von 
Herzfeld und Klinger und damit ihre Annahme eines dialysablen 
Fibrinogenstabilisators auf einem Irrtum und kommt also fir eine 
Deutung der Stuber-Sanoschen Befunde nicht in Betracht. 

Bei dieser Sachlage schien der Verdacht naheliegend, daB beim 
Zustandekommen der Stuber-Sanoschen Resultate eine unbekannte 
Fehlerquelle mitgewirkt und die Gerinnung des Fibrinogens unter dem 
Einflu8 des durch eine Membran von diesem getrennten Thrombins 
lediglich vorgetaéuscht haben kénnte. 

Diese Annahme wird noch wahrscheinlicher, wenn man sich die 
Versuche daraufhin naher ansieht. Es fehlen nimlich bei simtlichen 
Versuchen- die Kontrollen ohne Verwendung von Thrombin als AuBen- 
fliissigkeit. Stwber und Sano glaubten diese unterlassen zu kénnen, 
weil sie bei ihren Dialysierversuchen von Fibrinogen gegen Salzlésungen 
und gegen destilliertes Wasser niemals eine eigentliche Gerinnung 
beobachtet hatten. Meines Erachtens hatten die Kontrollen trotzdem 
nicht unterbleiben diirfen, da sich, wie gesagt, verschiedene Fibrinogen- 
lésungen in derartigen Versuchen sehr unterschiedlich verhalten kénnen. 

Ich komme nunmehr zur Besprechung meiner Nachpriifung der 
Stuber-Sanoschen Ergebnisse. 

Ich weiche von diesen Autoren darin ab, daB meine Versuche 
‘mit Rinder- oder Menschenfibrinogen angestellt wurden, wihrend 
Stuber und Sano mit Pferdefibrinogen arbeiteten. Ferner verzichtete 
ich absichtlich auf die sonst bei der Darstellung von Fibrinogenlésungen 
meist tibliche und auch von Stuber und Sano angewandte mehrmalige 
Umfallung des Fibrinogens, da hierdurch, wie auch Herzfeld und Klinger 
beobachtet haben, die Stabilitat der Lésungen stark leiden kann. Bei 
der Herstellung von Fibrinogen aus Rinderblut befolgte ich das von 
den eben erwahnten beiden Autoren angegebene Verfahren, das darin 
besteht, da man dem mit Kochsalz halbgesittigten Plasma noch 
etwas gesittigte Ammonsulfatlésung — etwa!/,)des Gesamtvolumens — 
zusetzt, da man allein durch Halbsattigung mit Kochsalz aus Rinder- 
plasma keinen Fibrinogenniederschlag erbalt. Die Lésung des Nieder- 
schlages erfolgte stets in 0,85proz. Kochsalzlésung. 

Als Dialysatoren wurden kleine Glaszylinder von 2cem Durch- 
messer verwendet, die unten durch selbst hergestellte Kollodium- 
membranen verschlossen waren. Die Membranen waren vor dem Ver- 
suche auf Undurchlissigkeit fiir Eiwei8 gepriift. 
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Das Thrombin war in der iiblichen Weise aus Pferdeserum nach 
A. Schmidt gewonnen. Es wurde in destilliertem Wasser oder in 0,85 proz. 
Kochsalzlésung aufgeschwemmt; die nach etwa einer Stunde durch 
Filtration gewonnene klare Lésung wurde in den Versuchen verwendet. 


Versuch 1, 

Fibrinogenlésung aus Rinderblut, Thrombin in wisseriger Lidsung. 

Dialysatorinhalt: 1,0 ccm Fibrinogenlésung. 

AuBenflissigkeit: 2,0 ccm wiasserige Thrombinlésung fiir den eigent- 
lichen Versuch, 2,0 cem Aqua dest. fiir die Kontrollen 

Es wurden je vier Membranen fiir den Thrombinversuch bzw. fiir die 
Kontrollen verwendet. 

Ergebnis: Der Versuch wurde abends angesetzt. Am nichsten Morgen 
war in allen acht Dialysatoren vollstandige Gerinnung eingetreten. Der 
Rest der Fibrinogenlésung, der in einem Reagenzglase aufbewahrt war, 
erwies sich als vollig klar und fliissig. 


Versuch 2. 
Fibrinogenlésung aus Rinderblut, Thrombin in wisseriger Lésung. 
Dialysatorinhalt: 1,5 ccm Fibrinogenlésung. : 
AuBenfliissigkeit: 2,0 cem Thrombinlésung fiir den eigentlichen Versuch, 
2.0cem Aqua dest. fiir die Kontrollen. 
Je zwei Dialysatoren fiir den Thrombinversuch bzw. fiir die Kontrollen. 
Ergebnis: In den Kontrollen sind nach 20 Stunden zahlreiche Flocken 
bemerkbar, in dem Thrombinversuch tritt eine Flockung erst nach 44 Stun- 
den auf. 
Versuch 3. 
Fibrinogenlésung aus Rinderblut, Thrombin in 0,85 proz. Kochsalz- 
lésung. 
Dialysatorinhalt: 1,0 cem Fibrinogenlésung. 


AuBenflissigkeit: 2,0cem Thrombinlésung bzw. 2,0ccm 0,85proz. - 


NaCl-Lésung fiir die Kontrollen. 

Je drei Dialysatoren fiir den Thrombinversuch bzw. fiir die Kontrollen. 

Ergebnis: Nach 48 Stunden findet sich in allen sechs Glasern bei 
Betrachtung gegen helles Lampenlicht eine feine staubartige Triibung, 
dagegen nirgends eine Spur eigentlicher Flockung oder Gerinnung. Irgend 
ein Unterschied zwischen den Thrombinversuchen und den Kontrollen 
besteht nicht. Der Versuch wird darauf abgebrochen, und die als AuSen- 
fliissigkeit dienende Thrombinlésung wird zur Priifung auf ihre Gerinnungs- 
aktivitét der Fibrinogenlésung im Dialysator zugegeben. Es tritt iiberall 
feste Gerinnung ein. 

Versuch 4. 

Fibrinogenlésung aus Rinderblut, Thrombin in 0,85proz. Kochsalz- 
lésung. 

Dialysatorinhalt: 1,5 ccm Fibrinogenlésung. 

AuBenfliissigkeit: 2,0cem Thrombinlésung bzw. 2,0ccm 0,85proz. 
Kochsalzlésung fiir die Kontrollen. 

Je zwei Dialysatoren fiir den Thrombinversuch bzw. fiir die Kontrollen. 

Ergebnis: Die eine Kontrolle beginnt bereits nach 24 Stunden aus- 
zuflocken, die zweite Kontrolle sowie die Fibrinogenlésungen des Thrombin- 


ver 
Ver 


Ger 


sali 


Ko 
48 | 


die 


Th 








Thrombinwirkung. 285 


versuchs in ganz gleicher Weise nach 48 Stunden. Die nach Abbruch des 
Versuchs vorgenommene Priifung der verwendeten Thrombinlésung auf 
Gerinnungsaktivitat fallt positiv aus. 


Versuch 5, 


Fibrinogenlésung aus Menschenblut. Thrombin in 0,85 proz. Koch- 
salzlésung. 

Dialysatorinhalt: 1,5 cem Fibrinogenlésung. 

AuBenflissigkeit: Je 4cem Thrombinlésung bzw. 4,0 ccm 0,85proz. 
Kochsalzlésung fiir die Kontrollen. Die Thrombinlésung wird nach 
48 Stunden erneuert. 

Je zwei Dialysatoren fiir den Thrombinversuch und fiir die Kontrollen. 

Ergebnis: In keinem der vier Dialysatoren findet sich nach 72 Stunden 
die Andeutung einer Gerinnung. 

Die nach Abbruch des Versuchs vorgenommene Priifung der verwendeten 
Thrombinlésung auf Gerinnungsaktivitaét fallt positiv aus. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die Versuche sind vollig eindeutig ausgefallen. Es fand sich in 
keinem der Versuche ein Unterschied des eigentlichen Thrombin- 
versuchs gegeniiber den Kontrollen, wie man ihn nach den Stuber- 
Sanoschen Angaben hitte erwarten miissen. Im Gegenteil wurde 
bisweilen ein fritheres Auftreten der Flockung in den Kontroll- 
dialysatoren beobachtet. Ich komme also zu dem Ergebnis, daB eine 
Schmidtsche Thrombinlésung in einer Fibrinogenlésung keine Ge- 
rinnung zu bewirken vermag, wenn sie von dieser durch eine fiir das 
Thrombin nicht permeable Membran getrennt ist. Es liegt somit meines 
Erachtens kein Grund vor, an der Identitit des Thrombins des frischen 
Serums und des aus diesem nach A. Schmidt durch Alkoholfallung 
gewonnenen Thrombins zu zweifeln. Das dem meinen entgegengesetzte 
Ergebnis von Stuber und Sano erklirt sich meines Erachtens durch 
die von diesen Autoren unterlassene Anstellung genauer Kontrollen. 


Zusammenfassung. 


Auf Grund eigener Versuche wird die These von Stuber und Sano, 
nach welcher der gerinnungsauslésende Stoff des frischen Serums 
und das aus diesem durch Alkoholfallung hergestellte Schmidtsche 
Thrombin véllig wesensverschiedene Dinge sind, abgelehnt. 

Die Angaben der beiden Autoren, das Schmidtsche Thrombin habe 
die Fahigkeit, die Gerinnung einer Fibrinogenlésung auch dann zu 
bewirken, wenn es von dieser durch eine fiir das Thrombin nicht per- 
meable Membran getrennt werde, haben sich nicht bestatigen lassen 
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Studien iiber Leberkatalase. 


Von 
Samuel Hennichs. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Eingegangen am 27. Dezember 1923.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

Die Charakteristik der seit der grundlegenden Mitteilung 0. Loews?) 
oft bearbeiteten Katalase bedarf hauptsachlich in zwei Punkten einer 
wesentlichen Erginzung, indem 

1. die Affinitdt dieser Enzyme zu dem dazugehérenden Substrat 

noch nicht ermittelt worden ist und die bisher vorliegenden 
Messungen nicht ausreichen, um die Konstante 


pagine [Enzym-Substrat |] 
™ ~ {Enzym] x [Substrat] 
mit geniigender Genauigkeit zu berechnen, und 
2. unsere Kenntnis tiber die Stabilitat der Katalase noch sehr 
liickenhaft ist und besonders die Frage offen laBt, ob und mit 
welcher Genauigkeit sich die Stabilitat dieses Enzyms durch 
die Konstante erster Ordnung k, darstellen laiBt?). 

Auf Veranlassung von Herrn Prof. v. Huler und unter dessen 
Leitung habe ich die Bearbeitung dieser beiden Punkte in Angriff 
genommen und kann iiber die erhaltenen Resultate folgende Mit- 
teilungen machen. 


Bemerkungen iiber die Reinigung der Leberkatalase. 
Aus friheren Arbeiten, besonders aus denjenigen von Batelli und 
Stern®), sowie aus der im Laboratorium Willstdtters ausgefihrten 
Dissertation von Madinaveitiat) geht hervor, daB die Leber und das 


1) O. Loew, U. 8S. Dep. of Agric. Rep. 68, 1901. 

2) Siehe Huler, Chem. d. Enzyme, 2. Aufl., 1. Tl, 8. 174 ff. 
8) Batelli und Stern, C. r. 188, 923; Soc. Biol. 57, 374, 1904. 
4) Madinaveitia, Diss. Ziirich 1912. 
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Blut hodherer Tiere ein besonders giimstiges Ausgangsmaterial fiir 
Katalase bilden, wenn es sich darum handelt, hochaktive Praparate 
darzustellen. Von den genannten Autoren sowie von Sérensen') und 
von Wolff und Stécklin?) ist auch die Reinigungsmethodik der Katalase 
eingehend bearbeitet worden, und besonders ist die Einfiihrung der 
Sorptionsmethoden unter Anwendung von Kaolin, Talk, Kohle und 
Tristearin bemerkenswert, wenn auch Madinaveitia die Elution des 
Enzyms noch nicht erfolgreich gestalten konnte. 

Der erste Versuch zu einer quantitativen Angabe der Aktivitit 
der Katalase findet sich in der Arbeit von Euler*), welcher seinerzeit 
die Wirksamkeit des kolloidalen Platins als Einheit wahlte und fiir 
dieses sowie fiir ein Praparat von Fettkatalasen die Aktivitaét pro Gramm 
Trockengewicht berechnete. Nach dem gleichen Prinzip hat dann 
Madinaveitia seine Tabelle aufgestellt (s. die erste Zahlenspalte der 
folgenden Tabelle). Bei dem gegenwirtigen Stande der Enzymforschung 
dirfte es sich empfehlen, nach einem spiteren Vorschlage von Euler 
und Josephson*) die katalytische Fahigkeit der Katalase, Kat.f., durch 
den Quotienten aus der Reaktionskonstante der Wasserstoffsuperoxyd- 
spaltung k und der angewandten Enzymmenge bzw. dem Trocken- 
gewicht der Enzymlésung zu charakterisieren. Somit ist zu setzen 


Reaktionskonst. k 


Kat.f. = ea . 
g Enzympraparat 


Die Wirksamkeit der verschiedenen Katalasepraparate. 





| Erforderliche Trockens Umgerechnet 
| substanz per 1000 ccm 


Préparat | Reaktionsmischung _ 

K = 0,0107 Kat.f. 
,Kolloidales Platiné. ....... 0,006 1,78 
Madinaveitias Hamase....... 0,000 306 34,97 
Senters Himase .......... 0,004 7 2,28 
v. Eulers Fettkatalase ....... | 0,001 5 7,13 
Batellis Hepatokatalase ..... . 0,000 16 66,88 
Sérensens Leberkatalase ...... I 0,000 34 | 31,47 


Um die Grundlagen und die Reichweite der Giltigkeit einer solchen 
Beziehung festzustellen, habe ich mit Leberkatalase zunichst die 
Kinetik der enzymatischen Reaktion studiert. 

Bevor ich meine diesbeziiglichen Ergebnisse mitteile, sei in Kiirze 
die von mir angewandte Methodik geschildert. 


1) Sérensen, diese Zeitschr. 21, 284, 1909. 

2) Wolff und Stécklin, C. r. 152, 729, 1911. 

3) ». Euler, Hofmeisters Beitr. 7, 1, 1906. 

4) vw, Euler und Josephson, Chem. Ber. 56, 1749, 1923. 
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Il. Methodik. 

Die Wasserstoffsuperoxydlésungen wurden gewonnen durch Ver- 
dinnung von Mercks reinstem Perhydrol. Die Reaktionen wurden 
verfolgt mittels Permanganattitrierung von Proben nach 5, 10, 15, 
20 und 25 Minuten, sofern keine anderen Zahlen angegeben sind. Die 
Permanganatmethode darf sicher der volumetrischen Bestimmungs- 
methode tiberlegen angesehen werden, wenigstens in den Fallen, wo 
die Aktivitat der Enzymlésungen so groB ist, daB die zugesetzte Menge 
organischer Trockensubstanz zu gering ist, um Permanganat in merk- 
barem Grade zu verbrauchen. Die Versuchstemperatur war 0° und 
wurde im Thermostaten mit Eis konstant gehalten. Das Totalvolumen 
der Proben war stets 50cem, wovon 35ccm Wasserstoffsuperoxyd- 
lésung, etwa 0,02n 10 ccm Puffer, m/30 Phosphat, py = 6,80, so dab 
die Reaktionsmischung m/150 in Beziehung auf das Phosphat war, 
und Enzymlésung und Wasser bis zu 50ccm. Die Normalitat der 
Proben an Wasserstoffsuperoxyd war etwa 0,015 n und wechselte inner- 
halb 20 Proz. Da Wasserstoffsuperoxyd in Lésungen nicht haltbar ist, 
wurden diese Lésungen tiglich gegen etwa 0,005n KMn0O,-Lésung 
eingestellt, die wiederum gegen Lésungen von Sérensens Natriumoxalat 
gestellt wurden. 

Bei der Herstellung von Enzympraparaten wurde die von Batelli 
und Stern!) benutzte Methode, die nach Madinaveitia die starkste 
Aktivitét verleiht, mit Pferdeleber als Ausgangsmaterial angewandt. 

Bei der Extraktion von 1 kg fein gemahlener Pferdeleber mit 
1000 ccm destillierten Wassers wurde nach Filtration durch Filtrer- 
tuch 350 bis 450 cem Filtrat gewonnen. Bei Fallung mit der doppelten 
Menge 96proz. Alkohols bei Gefriertemperatur wurde eine erste Fallung 
von 35 bis 45g erhalten. Diese Fallung wurde an der Luft getrocknet 
und dann im Vakuumexsikkator tiber Chlorcalcium unter LichtausschluB 
verwahrt. Bei Durcheinanderschiitteln von 6 g dieses Praparates mit 
300 com Wasser wihrend 3 Stunden in einer Schiittelmaschine lésen 
sich 5 bis 10 Proz. auf. Diese Lésungen, welche eine gelbgriine Farbe 
besitzen, haben eine Aktivitit entsprechend Kat.f. = 30), die 14 Tage 
bis 3 Wochen vorhalt, wenn Tolucl sténdig vorhanden ist. Manchmal 
tritt jedoch eine Triibung ein, wobei die Aktivitat stark herabgesetzt wird. 

Durch Umfallung von 33g dieses Priparates nach der ersten 
Alkoholfallung wurde zwar ein Priparat mit Kat.f. = 89,16 erhalten, 
doch betrug das Gewicht der Fallung nur 1 g. Bei den folgenden Unter- 
suchungen wurden deshalb Lésungen eines durch einmalige Alkohol- 
faillung gereinigten Enzympriparates angewandt. 

1) Batelli und Stern, Ergebn. d. Physiol. 10, 544. 


*) Bei simtlichen Berechnungen von Kat.f. wurde die Trockensubstanz 
per 1000 cem Reaktionsmischung berechnet. 
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Ill. Kinetik. 

Es ist eine wiederkehrende Erfahrung der Forscher, die sich mit 
der Kinetik fiir dieses Enzym mit Priaparaten aus verschiedenartigem 
Material beschaftigt haben, daB bei stiirkeren Wasserstoffsuperoxyd - 
konzentrationen und Temperaturen die monomolekularen Konstanten 
wahrend des Reaktionsverlaufes eine starke Tendenz zu fallen auf- 
weisen. 

Senter) schreibt mit Bezug hierauf dem Substrat die Eigenschaft 
zu, das Enzym durch Oxydation zu inaktivieren. In Lésungen unter 
m/80 mit Bezug auf H,O, bei 0° soll jedoch diese Oxydation aufhéren, 
und in m/300 bis m/1000 Lésungen sei die Reaktionskonstante un- 
abhangig von der Substratkonzentration, so daB also Eulers Aktivitits- 
formel hier ihre Giiltigkeit hat. 

Waentig und Steche?) kritisieren scharf die von Senter angefiihbrten 
Bedingungen. Sie kénnen seine Versuche nicht reproduzieren, sondern 
erhalten fallende Konstanten auch innerhalb der oben angegebenen 
Grenzen, auch erwies sich die Konstante abhingig von der Substrat- 
konzentration. Weiter machen die Verfasser auf die verschiedenen 
Resultate aufmerksam, zu denen verschiedene Forscher als unterste 
Grenze fiir die Oxydation gekommen sind. 4H. v. Euler erhialt eine 
gute Konstante erster Ordnung bei n/20 H,O, und 0°, Senter bei m/80 
H,O, und 0°, wihrend die Verfasser die Grenze noch niedriger legen 
missen. Dieser Umstand kann nur dadurch erklirt werden, daB 
Enzympraparate verschiedener Herkunft verschiedene Stabilitat gegen 
das Substrat besitzen. Nach Dialyse ergeben Enzymlésungen weniger 
fallende Konstanten. 

Eine vergleichende Untersuchung der Stabilitat von verschiedenen 
Enzympraparaten gegen H,O, ergab, da dieselbe weniger variierte, 
als aus der Literatur ersichtlich war. Auf Grund ihrer Erfahrungen 
modifizieren Waentig und Steche Senters Theorie der H,O,-Zersetzung. 
Anstatt mit Senter Enzymzerstérung durch Oxydation anzunehmen, 
schreiben sie dem Enzym das Vermégen zu, atomaren Sauerstoff zu 
adsorbieren; hierdurch solle das Wegschaffen der Reaktionsprodukte 
erschwert und die Reaktionsgeschwindigkeit herabgesetzt werden. 

Als Griinde hierfiir geben Waentig und Steche*) folgendes an: 
,,Wenn eine solche (Oxydation) vorlige, sollte man annehmen, dab 
sie, wie gesagt, nach MaBgabe der jeweiligen Hydroperoxydkonzen- 
trationen erfolgen miissen, d. h. zunachst erheblich ware und dann 


1) Senter, Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 157, 1903; 51, 673, 1905. 

*) Waeting und Steche, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 226, 1911; 76, 
177, 1912; 88, 315, 1913. 

8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 451, 1912. 
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schwacher wiirde, und daB bei mehrmaligem Hydroperoxydzusatz 
dieses Spiel sich stets wiederholte. Dies ist nicht der Fall, sondern 
man kann auch bei ein und derselben Fermentlésung alle méglichen 
Arten des Abfalles beobachten: z. B. sprungweises Abfallen der K-Werte 
in den ersten Phasen der Reaktion, dann Konstanz, oder auch all- 
mihlichen, ziemlich gleichmaBigen Abfall. Bei Versuchen mit mehr- 
maligem Hydroperoxydzusatz ist sehr haufig ein schlieBliches Konstant- 
werden der K-Werte zu beobachten, was nach der Oxydationstheorie 
ebenfalls nicht erklirlich wire. Alles dieses kann, wie gesagt, bei ein 
und derselben Fermentlésung bei verschiedenen Versuchen unter sonst 
vollig gleichen Reaktionsbedingungen beobachtet werden. Das Auf- 
falligste jedoch ist, daB der eben untersuchte Gang bei gewissen Ver- 
suchen tiberhaupt auch ganz ausbleiben kann. 

Dem Anschein nach ist also die Art des Reaktionsverlaufes véllig 
zufallig. Jedenfalls ist sie durch einen Oxydationsvorgang nicht zu 
erkliren, wenn man nicht annehmen will, daB dieser mit ganz un- 
bestimmbar wechselnder Geschwindigkeit eintritt und manchmal aus 
ebenso unerklarlichen Griinden iiberhaupt ausbleibt.‘‘ 

Waentigs und Steches Resultate weichen auch in einem anderen 
Punkte von Senters Resultat ab: Die ersteren liefern iibereinstimmende 
Reaktionskoeffizienten bei steigender Temperatur. 

Sergius Morgulis') erhielt H,O,-Spaltung in so konzentrierten 
Lésungen, wie z. B. 2,4 Mol/Liter, und sieht deshalb die Vorstellung 
der vorhergehenden Verfasser von der Enzymzerstérung als iiber- 
trieben an. 

Eiichi Yamazaki*) hat versucht, die Enzymzerstérung in mathe- 
matische Formeln zu kleiden, eine Aufgabe, die schwer erscheint, 
besonders nachdem Waentig und Steche nachgewiesen haben, dal 
Enzymlésungen verschiedenen Reinheitsgrades verschiedene Stabilitat 
im Verhiltnis zum Substrat haben. 

Yamazaki erhalt stark fallende Konstanten in simtlichen Versuchs- 
serien auch bei 0° und n/100 Lésungen. Er kommt hierdurch zu dem 
Resultat, daB die Reaktionsgeschwindigkeit nicht, wie Senter und 
teilweise auch Waentig und Steche nachweisen, unabhingig von der 
Substratkonzentration, sondern eine lineare Funktion derselben ist. 
Hierbei rechnet er nicht mit der Anfangskonzentration, sondern mit 
dem arithmetischen Mittelprodukt zwischen dieser und der Endkonzen- 
tration. Seine Ausrechnung sieht also wie folgt aus (Z — Enzymmenge): 


= KC+A4 (1) 


1) Sergius Morgulis, Journ. of biol. Chem. 47, 341, 1921. 
*) Eiichi Yamazaki, Sendai Japan 1920. 
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und ferner 
dinC 
= K'E 2 
dt 3 ( 
also 
K'E = KC+A. (3) 
Differenziert erhalt man 
dE 
oad sods , 4 
dd K (4) 
also 
-dE/dt K (5) 
= . » 
-dC dt K 


Es scheint, als ob Yamazaki in dieser Deduktion einen Beweis 
dafiir sihe. daB die Enzymmenge mit einer konstanten Geschwindigkeit 
gespalten wird, die proportional der Spaltungsgeschwindigkeit des 
Substrats ist. 

Die Differenzierung der Gleichung (3) kann nur unter dieser Voraus- 
setzung vorgenommen werden. Daf auch die Enzymspaltungs- 
geschwindigkeit einen Temperaturkoeffizienten aufweist, ware die Er- 
klarung dafiir, daB der Temperaturkoeffizient der Reaktion so klein ist. 


Tabelle I. 
Versuche betreffend die Kinetik bei 0° und 0,01619n H,O,. 





Enzymmenge ae a K 
E Rid Seg oe E 

1 0,0027 0,0027 

2 0,0052 0,0026 

4 0,0108 0,0027 

8 0,0221 0,0028 

12 0,0372 0,003 1 

16 0,0442 0,0028 

20 0,0586 0,0029 


Die Primarzahlen sind in Beilage 1 enthalten. 


Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, besteht eine gute Proportionalitat 
zwischen Enzymmenge und Reaktionskonstante bei Anwendung der 
Versuchsbedingungen, unter denen die vorliegende Arbeit ausgefiihrt 
ist. Ein schwaches Fallen der Konstanten war jedoch unvermeidlich. 

Tabelle II bietet einen Vergleich derselben Versuchsverhiltnisse 
bei 20° dar: 


Hier liegt somit eine bedeutend kraftigere Abnahme der Kon- 
stanten vor. Fir jeden einzelnen Zeitraum ist jedoch die Propor- 
tionalitat gut. 





| 
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Tabelle II. 
Versuche betreffend die Kinetik bei 20° und 0,02n H,O,. 





Reaktionskunstanten fiir 


Zeit 
leem Enzym 2cem Enzym 3cem Enzym 

Minuten Ky Ro K; 
2 0,0225 “= —_ 

5 0,0174 0,0351 0,0874 

10 0,0164 0,0311 0,0829 
15 0,0126 0,0268 — 
20 0.0121 ass ae 
30 0,0107 -- — 
60 0,0078 se ie 


(Ke) 2,017; 5 Min. (=) 1,900; 10 Min. &) 2,127; 15 Min. 


K, 1 
(ze) 5,023; 5 Min. (z) 5,055; 10 Min. 

Da8 sich fiir die Enzymzerstérung so schwankende Angaben vor- 
finden, dirfte, wie Waentig hervorhebt, auf einer variablen Empfindlich- 
keit des Enzyms beruhen. Wahrscheinlich ist eine Schutzsubstanz 
vorhanden, mit welcher sich das Enzym auch wahrend der Reaktion 
verbindet. Der erwaihnte Forscher findet in Ubereinstimmung mit 
mehreren anderen, daB Gewebeextrakte aktivieren. Diese Angabe 
wurde kontrolliert mit einem Autolysesaft von Schweineleber, aber 
bei Vorhandensein eines Puffers. Hierbei wurde ein negatives Resultat 
erhalten. Die Abwesenheit eines unorganischen Aktivators kénnte 
auch die Veranlassung zu der oben erwahnten Abnahme der Konstanten 
gewesen sein. Ich habe Proben untersucht, die mit Bezug auf MnCl, 
0,002172, 0,00008688 und 0,00004344 n, sowie andere, die mit Bezug 
auf FeCl, 0,003 162, 0,0001265 und 0,00006375n waren, und zwar 
mit negativem Resultat in den vier letzten Fallen. Die beiden ersten 
ergaben Hemmung. 

Versuche iiber Dialyse von Enzymlésungen sprechen auch gegen 
das Vorkommen eines unorganischen oder eines dialysierbaren orga- 
nischen Katalysators. Waentig und Steche erhalten nach Dialyse 
Reaktionen mit schwiicher fallenden Konstanten. Ich selbst habe 
tiber die Verhaltnisse bei Dialyse einige Versuche angestellt. 

Ein Dialyseversuch mit 40ccm innerer Filiissigkeit (15 ccm 
— 0,0192 g) K,.59 = 0,0089 und 200 ccm duBerer Fliissigke:t in einem 
GefaiB mit geschliffenem Stépsel (letzteres, damit das Toluol nicht ent- 
weichen kann) ergab nach 72 Stunden folgendes Resultat: 62,5 Proz. 
der Trockensubstanz hatte dialysiert, der restliche Teil hatte ein Kat.f., 
das um 34,8 Proz. dasjenige der Stammlésung iiberstieg. Parallel mit 
der Dialyse war jedoch eine Enzyminaktivierung, 60,7 Proz. der ur- 
spriinglichen Enzymmenge betragend, eingetreten. Nach Vakuum- 
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eindunstung auf ein geringeres Volumen ergab es sich, daB die AuBen- 
fliissigkeit die Innenfliissigkeit nicht aktivierte. Die Dialysezeit muBte 
daher verkiirzt werden und folglich waren die Dialyseversuche gegen 
flieBendes Wasser vorzunehmen. 


Tabelle III. 
Dialyseversuche gegen flieBendes Wasser. 





Psy owl Reaktionskonstante PR econ yr oad . ene Aktivitats- 
Stunden bei Verdiinnung 1 :50 g ; steigerung 
0 89. 10-4 0,0141 15,8 _ 
2 98. 10-4 0,0066 37,1 -- 
+ 110. 10-4 0,0058 47,4 ae 
6 124.10-—4 0,0055 56,3 tae 
8 lil. 10-4 0,0050 55,5 ie 
10 107 . 10-4 0,0047 56,9 1:3,6 


AuBer einer Aufaktivierung auf Grund der Verminderung der 
Trockensubstanz ist bei den monomolekularen Konstanten eine 
steigende Tendenz zu merken, als ob ein hemmender Einflu8 aufhéren 
wirde. Zum SchluB fallen die Konstanten wieder wegen der eintretenden 
Inaktivierung. 

Nach allem zu urteilen, erweisen sich somit die Voraussetzungen 
fiir das Zustandekommen einer Aktivitatsformel, die den enzyminakti- 
vierenden EinfluB des Substrats wahrend der Reaktion korrigiert, als 
klein, da so viele Faktoren hierbei mitspielen. Bei den Inaktivierungs- 
versuchen, die in Tabelle IV zusammengestellt sind, ergab es sich, 
daB auBer der Temperatur, der Zeit und der Normalitaét H,O, auch 
die absolute Menge Substrat ausschlaggebend ist, ohne daB jedoch 
Proportionalitiét zur Menge verbrauchten Wasserstoffsuperoxyds 
vorliegt. 

Tabelle IV. 


Versuche betreffend das enzymzerstérende Vermégen des Substrates. 
Die Grundlésung (15 cem = 0,0220g Trockensubstanz) ergab verdiinnt 
1: 100 K = 0,0208 bei 0° und 0,01619n H,O.,. 





Entsprechende 1 q _ Aktivitats- 


1 ccm Grundlésung, apne ae a : : : 
vorbehandelt mit ~— ee le ¢ ™ bah ihe: ro 
10ccm 0,4386n H,O, . 0,002 193 (1:11) (1:10) 0,0086 12,40 
20 , 0,4386n H,O, . 0,004 386 = (1:21) (1:5) 0,0048 53,33 
5 , 4,342 n H,0,. 0,01086 (1:6) 0,0145 92,00 


Bei gréBeren Mengen wurden dieselben nicht vollstindig gespalten. 

Es ertibrigt also nur, mit Senter bei 0° und geniigend verdiinnten 
Lésungen zu arbeiten, wo so gute Konstanten wie nur méglich erhalten 
werden konnten, und dann mit Hilfe der Formel Fulers die Aktivitat 
zu berechnen. 
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Als Puffer empfehlen Michaelis und Pechstein!) Acetatmischungen 
n/200, da Salzwirkung bei stiirkerer Konzentration oder bei der An- 
wendung von Phosphat eintritt. Die kraftigste Wirkung erhalten dic- 
selben bei py = 6,34. Rona und Damboviceanu*) erhalten keine Salz- 
wirkung mit m/150 Phosphat. Optimum ist sehr breit von 6,4 bis 8,0. 
Da H,O, bei alkalischer Reaktion spontan gespalten wird, arbeiten 
die Verfasser bei py = 6,80. 

Diese letztere Vorschrift ist, wie aus vorstehendem ersichtlich, bei 
der vorliegenden Arbeit befolgt worden. 


IV. Reinigung von Katalasepriparaten. 

Mittels Fallung und Dialyse ist es gegliickt, die Enzymkatalase 
wesentlich aufzuaktivieren. Besonders die Blutkatalase ist in dieser 
Richtung eingehend bearbeitet worden. Die letzten Jahre haben 
jedoch der Enzymchemie ein auBerordentliches Mittel zur Rein- 
herstellung von Enzymen zugefihrt, namlich Willstdtters Sorptions- 
methoden, und als Sorptionsmittel stebt ja Kaolin und Aluminium- 
hydrat an erster Stelle. 

Sorption mit Kaolin. 

Bereits Madinaveitia weist in seiner oben angefiihrten Abhandlung 
auf das starke Adsorptionsvermégen des Kaolins gegen Katalase hin, 
wenn auch, wie erwahnt, die Elution damals noch nicht durchgefihrt 
wurde. Mir ist von einer spaiteren Aufnahme dieser Versuche nichts 
bekannt. In der Tabelle V ist eine Orientierung iiber die Verhaltnisse 
bei der erwihnten Adsorption enthalten. Das Kaolin ist ver Gebrauch 


Tabelle V. 
Adsorptionsversuche mit Kaolin ohne Puffer. 





Trocken- f Gea Die he ; Adsorbierte 
Nr substanz Kaolin Kaolinmenge ogetingtiche Bs daceen, «agg th OE 
. Enzym Enzymmenge ktivitat Aktivitat | Trocken- 
g g Kat.f. : com Proz. | substanz 
— es = — ~ = j = — = —————— 

1 | 0.1647 | 6621 | 49,799 31,52 200 | 100,00 56,69 

2 0,1020 | 0,9932 9,7370 33,63 115 =| «100,00 35,38 

3 0,1167 | 0,6621 5,6734 32,46 110 | 88,66 22,66 

4 0,0220 | 0,0662 3,0031 51,23 21 | 47,10 12,18 


mit starker Salzsiure mehrere Stunden gekocht und dann dekantiert 
worden, bis negative Chlorreaktion erhalten wurde. Das Priaparat 
ist dann unter Wasser aufbewahrt worden. Die Adsorption wurde 
ohne Puffer ausgefiihrt, damit die Eindunstungsprobe auf die Rest- 
lésungen ausgefiihrt werden konnte. Die adsorbierte Aktivitiat ist mit 


1) Michaelis und Pechstein, diese Zeitschr. 58, 320, 1913. 
2) Rona und Damboviceanu, ebendaselbst 184, 2, 1922. 
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Hilfe der Reaktionskonstanten der Stammlésungen und Restlésungen 
berechnet worden. Wie ersichtlich, ist also 5'44mal so viel Kaolin wie 
Trockensubstanz Enzym erforderlich, um das Enzym bis auf etwa 
90 Proz. zu adsorbieren. Dieses Verhiltnis variiert jedoch je nach 
dem Reinheitsgrade des Enzyms. 

Mit den beiden ersten Adsorbaten wurde Elution vorgenommen, 
in dem einen Falle mit Sodalésung, in dem anderen mit Phosphat- 
puffer, und es zeigte sich auch, daB das Enzym ausgelést wurde. Die 
genauen Proportionen sind in der Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle VI. 
Versuch betreffend Elution. 








i Gehalt des Adsorbats an Aktivitat des Adsorbats Beschaffenheit 
Nr. i Kaolin Se (berechnet auf die toa des Pu 
g g Enzymmenge) Kat.f. Elutionsmittels 
1 6,621 0,0877 55,90 Na,CO,-Lésung 10,5 
2 0,5934 0,0216 122,05 Phosphat 7,6 
Eluierte Menge | Zeit Aktivitit | y : & Gewonnene Aktivitats- 
Trockensubstanz | der Dialyse der Elution olumen | Trockensubstanz erhéhung 
g | Stunden Kat.f. ccm Proz. g 
0,0057 | =: 108 508,92 55,2 6,5 16,15 
0,0006 } 84 532,50 40,0 2,8 15,84 


Wenn man als MaB der Enzymmengen in den Stammldésungen 
bzw. in den Elutionslésungen das Produkt Trockensubstanz Enzym 
< entsprechende Aktivitaét annimmt, findet man, daB der Gewinn an 
Enzym im ersteren Falle 59,49 Proz. ist. Im letzteren Falle werden 
die Berechnungen unsicher, weil die eluierte Menge Trockensubstanz 
so gering ist. 

Adsorption mit Kaolin und Elution veranlassen also eine Steigerung 
der Aktivitat des Enzyms im Verhiltnis 1:16. Die hierbei erhaltenen 
Enzympraparate haben somit eine Aktivitaét, die das beste bis jetzt 
gefundene Priparat um etwa das Achtfache iibertreffen, namlich 
Madinaveitias Priparat von Hepatokatalase mit Kat.f. = 66,89. 

Die erste Adsorption sei hier etwas niher beschrieben, und zwar 
wurde die Ausgangslésung zu dieser durch 6g der Alkoholfallung 
mit etwa 300ccm Wasser erhalten. Hiervon wurden 100 ccm zur 
Adsorption genommen. Da man aus 1000 g Leber etwa 40 g Alkohol- 
fallung erhalt, ergeben also 50g Leber 0,1547g Alkoholfallung mit 
Kat.f. = 31,52 und nach der Kaolinadsorption und Elution 0,0057 g 
mit Kat.f. = 508,92. 

Das Adsorbat erwies sich als aktiv. Wie aus Tabelle VI hervorgeht. 
iibertrifft dessen Aktivitiét, gerechnet pro adsorbierte Trockensubstanz, 
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die Aktivitét der Stammlésung um das Zwei- bis Dreifache. Die starke 
Aktivitatsverbesserung tritt jedoch bei der Elution ein. DaB die Ad- 
sorbate aktiv sind, kann darauf beruhen, daB das Enzym sich an dem 
Kaolin mit einer nicht aktiven Gruppe verbunden hat, und daB diese 
Bindung keinen EinfluB auf das iibrige Reaktionsvermégen des Enzyms 
hatte. Oder auch ist das Enzym eluiert bei den Reaktionen, bei denen 
die Aktivitét des Adsorbates bestimmt wurde. Als Elutionsmittel 
kénnte hierbei in Frage kommen: Wasser, Substrat oder Puffer. Bei 
Extraktion einer bestimmten Menge Adsorbat mit bekannter Trocken- 
substanz und Aktivitét mit steigender Menge Wasser erwiesen sich die 
so erhaltenen Fliissigkeiten nach Zentrifugierung als inaktiv. Auch 
nicht dadurch, daB man das Adsorbat auf Wasserstoffsuperoxyd 
reagieren lieB, konnte irgendwelches Enzym ausgelést werden. Es ist 
jedoch nicht ausgeschlossen, daB das Enzym wihrend der Reaktion 
selbst eluiert ist, spaiter jedoch in die adsorbierte Form zuriickgeht. 
Dies ist jedoch ein Problem, das sich experimentell schwer angreifen laBt. 

Der Puffer eluiert dagegen. Meine Aufgabe war daher, die Stabilitit 
des Adsorbates bei variabler Aciditaét zu studieren. Zuerst suchte ich 
die Aciditaét, bei welcher die Adsorption am stirksten ist. 


Tabelle VII. 
Aciditaét und Adsorption. 


10cem Enzymlésung (Trockengewicht 0,0110g), 10ccm Puffer (Acetat- 
mischung). %cem Kaolin = 0,0331 g. 





Adsorbierte 
Pu = Aktivitat y 
Proz. 


3,0 47,6 5,0 82,6 
4.0 70,8 6,0 0,0 


Adsorbierte 
Pu * Aktivitat y 
- Proz. 








Cit Tabelle VII enthalt eine Reihe Ad- 


on zwischen Enzymmenge und Kaolin- 
fe menge, aber mit variierender Aciditat 
bei Anwesenheit von Acetatpuffern. 
Abb. 1 verdeutlicht in graphischer 
Weise die Verhiltnisse. Die Adsorp- 
tion erreichte also ihr Maximum bei 
Pu = 5. 























3 4 J oD, Eine ahnliche Untersuchung der 

Abb. 1. Elution mit einer bekannten Menge 
Adsorbat und Phosphatpuffer mit verschiedener Aciditaét ergab, da’ 
bei py tiber 7,6 volle Elution eingetreten war (s. Tabelle VIII). 
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Tabelle VIII. Aciditaét und Elution. % 
leem Sorbat = 0,0121 g (Kaolin + Enzym), 











10 cem Phosphatpuffer. 90 
Eluierte | $= | — Eluierte 
Py 2 Aktivitat y Pr = Aktivitat y 70 
Proz. Proz. 
5,09 2,49 6,80 93,24 
5.99 32.55 7,60 100,00 


Abb. 2 gibt ein tibersichtliches Bild. 

Das Gleichgewicht zwischen Enzym und Kao- 
lin einerseits und Adsorbat andererseits braucht 
jedocb nicht allein eine Funktion der Aciditat zu 
sein. Es hat sich erwiesen, daB der Puffer in ge- 
wissen Fiillen eine spezifische Wirkung besitzt. 

Wie aus diesen Versuchen hervorgehen dirfte, liegen somit die 
Verhialtnisse fiir die Reinherstellung von Katalasen mit Hilfe von 
Kaolinsorption besonders giinstig. 


¥ Dy 
Abb. 2. 


Sorption mit Al(OH ),-Suspension. 

Al(OH) -Suspension weist ¢in noch mehr hervortretendes Ad- 
sorptionsvermégen fiir das Enzym auf. Tabelle IX enthalt eine erste 
Orientierung iiber die Verhialtnisse. 

Tabelle IX. 
Adsorptionsversuch mit Al(OH),-Suspension ohne Puffer. 





ibe —— To ‘ Al (OH), Shatin a 
g g g Enzym com Proz. 

1 0,0284 0,0026 0,0916 20,5 9,3 

2 0,0284 0,0052 0,1831 21,0 45,5 

3 0,0284 0,0502 1,7676 25,0 99,6 


Die Al(OH) -Suspension ist nach Willstdtters Vorschrift!) bereitet 
worden. Um also etwa 90 Proz. des Enzyms zu adsorbieren, ist nur 
das 1'4fache an Trockensubstanzsuspension von Trockensubstanz 
Enzym erforderlich. Und doch scheinen diese ersten Versuche nicht 
mit einer geeigneten Aciditaét ausgefihrt zu sein. Bei spiteren Ver- 
suchen hat es sich nimlich gezeigt, daB die gleiche Adsorption mit 
bedeutend geringeren Mengen Aluminiumhydrat erreicht werden kann. 
Die erforderliche Proportion fiir Adsorption zwischen 90 bis 100 Proz. 
der Aktivitaét beruht sicher nicht allein auf der Aciditat, sondern auch 
auf dem Grade der Dispersitét der Enzymlésung. 


1) Willstdtter und Racke, Liebigs Ann. 125. 
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Bei einer Serie von Adsorptionen fiir die Bestimmung des Aciditits- 
optimums fiir dieselben wurde nur etwas mehr als ein Drittel Trocken- 
substanz Al(OH), im Verhialtnis zu Trockensubstanz Enzym an- 
gewendet, und doch wurde bei py = 5,79 Adsorption von 86,31 Proz. 
erhalten. Die niheren Verhiltnisse hierbei waren folgende: 20 ccm 
Enzymlésung wurden zu jeder Probe genommen, entsprechend einer 
Trockensubstanz von 0,0464g. Hierauf wurde die Aciditit mit Hilfe 
von Essigsiure bzw. Natronlauge und etwas Natriumacetat eingestellt, 
worauf mit 3ccm Suspension = 0,0167 g Trockensubstanz Al(OH), 
adsorbiert wurde. Die Stammlésung ergab verdiinnt 1 : 100 K = 0,0240 
und besa somit eine Aktivitét, entsprechend Kat.f. = 51,73. Die 
Aciditat ist stets auf elektrometrischem Wege in den Versuchslésungen 
bestimmt worden. Das Resultat dieser Untersuchung geht aus Tabelle X 
sowie aus Abb. 3 hervor. 





Tabelle X. 

Aciditaét und Adsorption mit Al(OH),. 

| Adsorbierte Sa sie aeae 

Pu | Aktivitat Pu Aktivitat 
Proz. Proz. 
3,57 9,9 4,96 78,7 
4,32 48,4 5,79 86,3 
4,86 74,6 7,10 82,9 





Das Optimum ist somit besonders breit und befindet sich ungefahr 
bei py = 6. Die Aluminiumsuspension wies bei variierender Aciditit 
% wechselnde Dispersitaét auf. Bei py 


























ws? unter 5 sedimentierte sie ziemlich 
” rasch, wahrend sie sich nach der 
70 alkalischen Seite zu mehr kolloidal 
60 verhielt. Es ist méglich, daB dieser 
50}— cen mets Umstand auf den Grad der Adsorp- 
wr < —+ ‘ie tion einwirken kann. 

30} ~ fe Um ein Adsorbat zu erhalten, 
20 a mit welchem die Elution spiter 
70\— studiert werden kénnte, wurden 
0} 4 : : 1 120cem einer Enzymlésung,Trocken- 











7” gewicht = 0,1600 g K;.25 = 0,0147, 
also Kat.f. = 13,78 mit 6ccm 
Al(OH),-Suspension = 0,0323 g Trockengewicht adsorbiert. Hierbei 
wurden 89,11 Proz. der Aktivitat und 19,69 Proz. der Trockensubstanz 
adsorbiert. Die Enzymlésung war stark kolloidal, woraus sich die 
starke Adsorption erklart. 
Das Adsorbat, das wie simtliche anderen unter Wasser aufbewahrt 
wurde, enthielt nach der Abzentrifugierung auf 5 ccm 0,0070 g Trocken- 


Abb. 3. 
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gewicht und ergab verdiinnt 1:50 K = 0,0185. Somit ist Kat.f., 
berechnet auf die adsorbierte Trockensubstanz = 67,02. Das Ad- 
sorptionsverfahren hat somit zu einer Aktivitatssteigerung des Enzyms 
1:4,86mal gefiihrt, eine Zahl, die man aus der oben angegebenen 
Prozentzahl adsorbierte Aktivitit bzw. Trockensubstanz erwarten 
konnte. 

leem von diesem Adsorbat wurde mit 10cem m/30 Phosphat- 
puffer von verschiedener Aciditit extrahiert, wobei sich die Verhaltnisse 
wie folgt gestalteten: 

Tabelle XI. 
Aciditét und Elution von Al(OH),-Adsorbat. 








" Eluierte " Eluierte 

Pu Aktivitat Pu Aktrvitat 
Proz. Proz. 
5,71 7,0 6,42 36,9 
6,22 18,4 7,38 76,0 


Von py = 8 aufwarts an tritt somit so gut wie vollstandige Elution ein. 


Aktivitdtssteigerung durch Al(OH ),-Sorption. 

Bei diesem sehr groBen Adsorptionsvermégen der Al (O H),-Suspen- 
sionen lag es nahe, zu vermuten, daB mit Hilfe dieses Sorptionsmittels 
eine stark gesteigerte Aktivitat zu erreichen ware. Dies hat sich jedoch 
nicht bestatigt. Die Adsorption kann zwar mit sehr kleinen Mengen 
Suspension vorgenommen werden, doch scheint die Trockensubstanz 
im tbrigen ebenfalls leicht zu adsorbieren, und ohne gréBere Schwierig- 
keit eluiert letzteres im Gegensatz zu dem Verhalten des Kaolinsorbats, 
so daB das Ganze bei den Versuchen, die hier beschrieben werden, 
zu einer vier- bis fiinffachen Aktivitatssteigerung gefihrt hat. 

75cem Enzymlésung =0,0760g Trockengewicht K, . 59 =0,0043 Kat.f. 
= 10,61 wurden mit 4ccm AI1(OH),-Suspension Trockengewicht 
= 0,0223 g adsorbiert. Nach Elution mit 1 proz. sekundirem Natrium- 
phosphat betrug das Volumen der Lésung 27ccm und ergab ver- 
dinnt 1:50 K = 0,0071. Nach 45 Stunden Dialyse im Kollodiumsack 
gegen destilliertes Wasser ergab die Lésung, verdiinnt | : 50, K = 0,0031. 
15cem ergaben ein Trockengewicht von 0,0027g. Die Endlésung 
hat somit ein Kat.f. von 43,05. Das Resultat ist eine Aktivitaétserhéhung 
1: 4,06. Ausbeute an Enzym betrigt, berechnet nach oben angegebenen 
Grundsiatzen, 25,95 Proz. Die Elutionslésung ist jedoch wahrend der 
Dialyse um 56,34 Proz. inaktiviert worden. 

400 ccm Enzymlésung = 0,8373g K,.5) = 0,0157, Kat.f. also 
= 18,75, wurden mit 20ccm Suspension = 0,1116g Trockengewicht 
adsorbiert. Nach der Elution mit sekundirem Natriumphosphat betrug 
das Volumen 98 ccm, und die Lésung ergab da K, . 5) = 0,0179. Nach 
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17 Stunden ergab die Dialyse nur K, . 5 = 0,0138. Mit 20 ccm wurde 
die Dialyse noch 25 Stunden fortgesetzt. Die so erhaltene Lésung 
ergab K, .5 = 0,0099, und 15ccm davon ergaben 0,0047 g Trocken- 
substanz. Diese Lésung hat also ein Kat.f. von 78,98. Die Aktivitits- 
erhéhung belauft sich auf 1:4,21. Die Ausbeute an Enzym betrug 
nur 15,45 Proz., was jedoch darauf beruhen diirfte, daB eine recht 
kleine Menge Suspension zur Verwendung gekommen ist. 

75 cem der Elution nach der ersten Al(OH),-Adsorption wurden 
einer neuen Adsorption und Elution unterworfen, nachdem die Dialsye 
17 Stunden gedauert hatte. Diese Lésung ergab zu diesem Zeitpunkte 
K, . 59 = 0,0138, und nach weiteren 25 Stunden Dialyse erwies es sich, 
daB 15 cem 0,0047 g Trockensubstanz enthielten. Kat.f. ist also 110,1. 
Nach Sauermachen mit etwas Essigsiiure wurde aufs neue mit 4 ccm 
Al(OH),-Suspension, Trockengewicht 0,0223 g adsorbiert. 

Nach der Elution betrug das Volumen 23 ccm, und die Lésung ergab 
hierbei K, . 99 = 0,0172. Nachdem die Lésung 45 Stunden lang dialysiert 
worden war, hielt sie auf 15cem 0,0019g und ergab 1: 100 K = 0,0132. 
Kat.f. ist also 521,1. Die Aktivitatserhéhung bei dieser letzten Adsorp- 
tion betrigt 1: 4,73 und die Ausbeute an Enzym 58,67 Proz. infolge 
der relativ groBen zur Anwendung gelangten Menge Suspension. 

Durch doppelte Al(OH),-Adsorption ist somit eine Erhéhung von 
Kat.f. im Verhaltnis 1 : 27,8 erreicht worden. 

Aus diesen Versuchen ergeben sich somit Ausgangspunkte fiir eine 
weitere erfolgreiche Reinigung des Enzyms Katalase, die in diesem 
Laboratorium verfolgt werden soll. Dies ist natiirlich mit groBen 
Praparatverlusten verbunden, zu welchen die starke Inaktivierung 
des Enzyms bei Dialyse am meisten beizutragen scheint. 


V. Die Bestimmung der Affinititskonstanten der Verbindung Enzym — Substrat. 


Die Annahme, daB die enzymatischen Reaktionen durch die Ver- 
bindung zwischen Enzym und Substrat vermittelt werden (Brown u. a.), 
und die Einfithrung von Gleichgewichtskonstanten dieser Verbindung 
(Michaelis) hat sich auf dem Gebiete der enzymatischen Kinetik als 
sehr fruchtbar erwiesen. Auch fiir Katalase scheint sich die erwahnte 
theoretische Auffassung zur Anwendung bringen zu lassen. 

Eine solche Beobachtung wie die, daB nach einer Reaktion ein 
Zusatz von neuem Substrat die Reaktion von neuem in Gang setzt, 
auch wenn die erste Reaktion nicht zu Ende verlaufen ist, laBt sich 
durch die oben genannte Auffassung erklaren. 

Die oben diskutierte Enzymzerstérung kompliziert die Sache 
jedoch wesentlich. Nach einer Reihe von Versuchen mehr orientierenden 
Charakters gliickte jedoch eine Versuchsreihe, bei welcher mit einer 
konstanten Enzymmenge (1 ccm = 0,000859 g Trockensubstanz) durch 
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Verstirkung der Substratkonzentration ‘das ‘Maximum der Wirkung 
erreicht und iberschritten werden konnte, wiahrend gleichzeitig die 
Wirkung in den sehr verdiinnten Lésungen das Maximum um mehr 
als 50 Proz. unterstieg. In diesem Gebiete ist also die |Reaktions- 
geschwindigkeit eine Funktion der Substratkonzentrationen, wie aus 
den Primarzahlen in Beilage 2 hervorgeht. Da die Reaktionskonstanten 
sehr wesentlich abnehmen, ist das Produkt der ersten Konstante in 
jeder Serie mit der Normalitat der Probe als Ma8 fir die Konzentration 
der aktiven Verbindung betrachtet worden!). 
Tabelle XII ist eine Zusammenstellung der Resultate. 


Tabelle XII. Versuch betreffend die Einwirkung der Substratkonzentration 
auf die Reaktion. 


Die Primarzahlen finden sich in Beilage 2 wieder. 





1 a 


Normalitat K= — log Baw K2 Min. ® 

| x = —logn t ons oe 2Min. 7" — Tse = 

= 7 fiir 2 Minuten 0,035 729 

0,443 5 0,353 11 0,068 | 0,030 158 0,844 07 
0,380 2 0,419 99 0,090 | 0,034 218 0,957 71 
0,316 8 0,499 21 0,111 | 0,035 165 0,984 21 
0,253 4 0,596 19 0,141 | 0,035 729 1,000 00 
0,190 1 0,721 25 0,160 | 0,030416 0,851 30 
0,126 7 0,897 22 0,187 | 0,023 693 0,663 13 
0,063 35 1,198 25 0,220 0,013 937 0,390 08 


Konstruiert man auf Grund dieser Zahlen nach Michaelis die 
Dissoziationsrestkurve fiir die Verbindung mit den Logarithmen fiir 


10 
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Abb. 4. 


die Substratkonzentration und dem MaBe des Dissoziationsrestes mit 
dem héchsten als Einheit, so erhalt man die Kurve in Abb. 4. 


1) Vergleiche hierzu die Verhiltnisse bei der Saccharase; Euler und 
Myrbdack, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125. 
Biochemische Zeitschrift Band 145. 20 
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Bezeichnet man die Dissoziationskonstante mit D, so erhalt man, 
da die Abszissen aus Logarithmen fiir die Normalititen anstatt fiir 
die Molekiilkonzentrationen bestehen, fir 


= ¥, log2 D = 0,96 — 2, 
1 
D? also Ky = 21,9 oder rund 22. 
Dieser Wert ist wahrscheinlich etwas zu niedrig, da die Enzym- 
zerstorung den oberen Teil der Dissoziationsrestkurve zerstért. Die 


GréBenordnung ist dieselbe wie fiir andere Enzyme (vgl. die Zusammen- 
stellung bei v. Huler und Josephson, Chem. Ber. 56, 1749, 1923). 


also D = 0,0456, da Ky = 


VI. Die Thermostabilitit des Enzyms. 


Eine immer wiederkehrende Angabe in der Literatur ist, da8 
konzentriertere Lésungen von Katalasen bedeutend haltbarer sind 
als verdiinnte, ohne daf jedoch irgendwelche quantitative Angaben 
gemacht worden sind. Dies war auch bei héheren Temperaturen ganz 
richtig der Fall. Wie aus untenstehenden Zahlen hervorgeht, ist die 
Thermostabilitat in hohem Grade von der Konzentration abhingig, 
eine exakte Bestimmung ist darum nicht médglich. 

Eine Enzymlésung, enthaltend 0,01219g auf 15 ccm, wurde mit 
anwesendem Puffer bei optimal py, 60 Minuten lang auf 60° in ver- 
schieden verdiinnten Lésungen erhitzt. Die Resultate waren folgende: 








| U : . oe 

Verdiinnung Pm 1 nary oh 
1 $ 2 68,7 
1:10 46,5 
1:25 24,3 


Es liegt die Annahme nahe, da das Enzym eine Vereinigung mit 
einer Schutzsubstanz bildet, welche bei Verdiinnungen dissoziiert. 
Besitzt hierbei das freie Enzym eine geringere Thermostabilitat als 
das gebundene, so wird das oben erwahnte Verhalten erklarlich. Zusatz 
von inaktivierter Enzymlésung diirfte stabilisierend auf die verdiinnten 
Enzymlésungen wirken. Dies konnte tatsachlich konstatiert werden. 
Bei Inaktivierung der Stammlésung selbst bei 70° koagulierte der 
Hauptteil der Trockensubstanz, so daB mit dieser Lésung ein sehr 
schwacher Effekt erzielt wurde. Durch Wasserextraktion von Schweine- 
leber, welche eine langere Zeit mit Toluol autolysiert worden war, 
wurde eine starke Lésung erhalten, die nach Inaktivierung bei 90° 
noch 0,1549 g auf 5ccm enthielt. Zwei MeBkolben von je 25 ccm 
wurden gefiillt, der eine mit 2ccm Enzym, 10 ccm m/30 Phosphat- 
mischung (pq = 6,80), der Rest Wasser, der andere mit 2ccm Enzym, 
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10ccm Phosphatmischung, 10cem Autolysesaft, der Rest Wasser. 
Nach Verlauf einer Stunde bei 60° hatte die erstere Lésung noch 
46,02 Proz. der urspriinglichen Aktivitat, die letztere 86,5 Proz. 

Das Studium der Abhangigkeit der Inaktivierung von der Zeit 
laBt das Feld offen fiir die Annahme von Modifikationen von ver- 
schiedener Stabilitét, vorausgesetzt, daB die Inaktivierung jeder ein- 
zelnen eine absolut monomolekulare Reaktion ist1). Tabelle XIII zeigt 
den Verlauf der Inaktivierung einer Enzymlésung bei 60°. Die berech- 
neten Werte sind unter der Annahme von zwei Modifikationen erhalten 
worden, von denen die stabilere bis auf 57,15 Proz. geht. 


Tabelle XIII. 
Die Abhangigkeit der Inaktivierung von der Zeit bei Erhitzung. 
Versuchstemperatur 60°. 








Erhitzungs- Gefundene | Berechnete Erhitzungss Gefundene Berechnete 
dauer Reaktionss Reaktions- dauer Reaktions- | Reaktions- 
Siete ck eee 
0 91 _ 45 41 } 42 
10 60 61 60 39 39 
20 51 51 120 29 30 
30 45 45 180 24 23 





K, = log = betragt 0,0534 resp. 0,0020. 
| t 


Zusammenfassung. 
1. In der vorliegenden Arbeit ist ein wesentlicher Fortschritt 
hinsichtlich des Reinheitsgrades der Leberkatalase erzielt worden. 
Die Wirksamkeit wird angegeben durch 


Kat. Reaktionskonstante 
“' 'Trockenriickstand in 1000ccm Reaktionsmischung 

Wie auf 8. 295, Tabelle VI, beschrieben und dargestellt, ist nach 
Kaolinadsorption und Elution Kat.f. = 532, und nach zweimaliger 
Adsorption mit Al(OH), wie auf S. 297 beschrieben, Kat.f. = 521,1, 
waihrend von Madinaveitia mit Leberkatalasen 66,88 und mit Blut- 
katalasen 34,97 erreicht worden war. 

2. Eine Bestimmung der Affinititskonstante fiir die Verbindung 
Enzym-Substrat ergab den Wert 


Ky = 22. 


Die GréBenordnung ist also dieselbe wie diejenige anderer daraufhin 
untersuchter Enzyme. 





1) Vgl. H. von Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 130, 1923. 
90 * 
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Beilage 1. 


Kinetische Untersuchung bei 0° mit 0,01619n H,O,. 


jedesmal 5ccm zu den Proben entnommen wurden. 


Phosphatpuffer 
m/150 der Reaktionsmischung: py = 6,80. Totalvolumen: 50 cem, wovon 
Enzymlosung (15 cem 























= 0,0220 8), verdiinnt auf 1: 100, Kat.f. = 36,83. 
Zeit KMnO, 2 ~ Zeit || + KMnO, s 
Minuten || com gy Minuten | l cm | 
1/,cem Enzym. 1/,cem Enzym. 

0 14,21 = es ee ee — 

5 13,72 | 0,0031 5 | 1340 | 0,0051 
10 13,20 | 00,0032 10 | 12,50 0,0056 
15 13,00 0,0026 16 | = 11,75 0,0055 
20 12,70 | 0,0024 2 | 11,30 0,0050 
2 | 1240 | 00023 25 | 10,70 — | __ 0.0049 

Mittel. .|  0,0027 Mittel . 0,0052 
Zeit || KMnO, | 3 ae) tye] 
Minuten l — ce. — | ——_— _Minuten || _ = te —— anne 
leem Enzym. 2cem Enzym. 

0 1421 | woes 0 14,21 — 

5 1240 | 0,0118 5 10,60 0,0255 
10 10,90 | 0,0115 10 8,30 | 00,0233 
15 9,72 | 0,0103 15 6,60 |  0,0222 
20 8,75 | 0,0105 20 | 5,70 | 0,0198 
25 8,00 | 00100 — 3 | 460 | -0,0196- : 

Mittel . 0,0108 Mittel. .| 0,0221 
Zeit || KMnQ, # ~ Zeit || KMnQ, |: 
: | : i 
Minuten —~ — ee —— = ————————————————— Minuten = — — — — = 
3 ccm Enzym. 4ccm Enzym. 

0 1421 | _ 0 14,21 — 

5 880 | 0,0416 5 8,05 0,0494 
10 605 | 00371 10 | 490 0,0462 
15 430 | 0,0356 15 3,10 0,0441 
20 | 3,10 | 0,0331 2 | 2,05 0,0420 
25 || 240 | 0,0386 25 150 |  0,0391 

Mittel. .|  0,0372 Mittel. .| 00,0442 
Zit | KMnQ, } x 
6 aes 
5cem Enzym. 
0 | 14,21 | — 
ee F 6,52 0,0677 
10 | 3,52 | 0.0606 
6 | 205 | 0,0561 
20 || 120 | 0,0537 
25 || 060 | 0.0550 
Mittel. .|  0,0586 




















i 
; 
f 





ie oil 


| 








é Leberkatalase. : 305 


Beilage 2 
Versuche betreffend die Einwirkung der Substratkonzentration auf die 
Reaktion. Versuchstemperatur: 0°. Puffer: m/150. Phosphat: p, = 6,80. 
Totalvolumen 50 ccm, wovon zu jeder Probe 5ccm entnommen wurden. 
Enzymlésung: 1 ccm zu 2 Probe rk ee icht: 0,00086 8). 




















¥ | Fook Parallelprobe 
Zeit KMnQ, = 
| KMn Og | K 
Minuten com : | Cae | 
0, 4435 n n Hy 0» 
0 11,90 — — 
2 8°70 0,068 879 86| ~—s(0,066 
4 8,11 0,042 8,11 0,042 
6 7,99 | 0,029 7,90 0,030 
8 7,70 0,023 | 7,65 0,024 
10 7,40 0,021 7,35 0,021 
0, 3802 n H,O2 
0 10,20 ws -_ 
2 | 6,75 0,090 6,75 0,090 
4 6,05 0,057 6,00 0,058 
6 6,00 0,038 5,95 0,039 
8 | 5,95 0,029 5,90 0,030 
10 | 5,70 0,025 ] 5,80 0,025 
0,3168 n H,O, 
0 | 8,50 ~_ _ _ 
2 | 5,10 0,111 5,00 0,115 
4 | 4,35 0,073 4,20 | 0,077 
6 3,97 0,055 3,85 0,057 
8 | 3,75 0,044 3,50 0,048 
10 3,50 0,039 3,40 | 0,040 
0,2534 n H,.O, 
0 1 21,28 — — — 
ety ne of Cae ae 0,137 
4 | 8,10 0,105 | 8,50 0,100 
6 6,60 0,085 7,00 0,080 
8 5,70 0,072 5,30 0,075 
10 4.95 0,063 4,95 0,063 
0,1901 n H,O. 
0 15,96 | — — | _ 
2 i ieee ee 7,50 | 0,164 
4 5,03 0,125 | 4,86 | 0,129 
6 1 3,52 | 0,109 | 3,25 0,115 
8 | 2.55 0,100 2,35 0,104 
10 1,95 0,091 1,72 0,091 
0,1267 n H,O. 
0 10,64 _ — — 
2 4,50 0,187 4,50 0,187 
4 2,35 0,164 2.25 0,169 
6 | 1,35 0,149 1,20 | 0,158 
i 8 0,80 0,140 0:75 0,144 
: 10 0,45 0,137 0.41 0,142 
0,063 35 n H,0, 
0 58,45 | oe i| ov — 
2 21,25 0,220 21,00 0,222 
4 8,50 0,209 8,90 | 0,204 
6 3,70 0,200 4,00 0,194 
. 1,70 0,192 2,00 | 0,183 
10 0,90 0,181 | 1,00 0,167 











Wasserkulturen mit Benzoesiurezusatz. 
Assimilierung der Benzoesiure durch Kulturpflanzen. 


Von 
Th. Bokorny, Miinchen. 
(Eingegangen am 27. Dezember 1923.) 


Gerstenkeimlinge wurden zuerst in der Keimschale aufgezogen bis 
zum Gewicht von etwa 0,5g pro (oberflachlich abgetrocknete) Keim- 
pflanze. Dann wurden sie auf Wasserkulturgldser (je einer pro Glas und 
750 cem Niahrlésung) gesetzt, und zwar in folgende Lésungen: 

a) Kontrollversuch. Brunnenwasser mit 0,0005 Proz. Monokalium- 
phosphat + 0,0002 Proz. Magnesiumsulfat + 0,005 Proz. Harnstoff. 

b) Ebenso wie a), dazu noch 0,016 Proz. Benzoesiure. 

c) Ebenso wie a), dazu noch 0,0066 Proz. Benzoesiure. 

Alle Kulturgliser wurden mit schwarzen Papphiilsen umgeben. 

Nach 3 Monaten (27. Marz bis 24. Juni) wurden die Kulturen, 
die zuerst an einem gut beleuchteten Fenster des Laboratoriums, dann 
(von Mitte Mai an) im Freien auf einer kleinen Altane vor einem anderen 
Fenster des Laboratoriums gestanden hatten, untersucht: 

a) Die Keimpflanze des Kontrollversuches war am wenigsten ge- 
wachsen; ihr Gewicht betrug nach dem oberflachlichen Abtrocknen 
nur 0,15 g; die verbrauchte Nahrlésung war nur 50ccm. Am Boden 
der Flasche befand sich ein starker Algenbelag von griiner Farbe. 
Da die Nahrlésung normale Zusammensetzung hatte, muB der Grund 
fiir das MiBlingen des Kontrollversuches in der Keimpflanze selbst 
gesucht werden; sie war offenbar von Haus aus wenig existenzfahig. 

b) Diese Pflanze war gut gewachsen; ihre oberirdischen Teile 
hatten eine Lange von nahezu 50cm; die Wurzel war reich verzweigt. 
Das Kulturwasser war frei von Pilzen und Algen. Das Gewicht der 
stark bewurzelten lufttrockenen Pflanze betrug 2,61 g, das Frisch- 
gewicht 12,80 g. Von der Lésung waren 360 ccm verbraucht worden. 

c) Hier war recht maBiges Wachstum zu konstatieren. Die ober- 
irdischen Teile waren nur 15cm hoch geworden, die Wurzel wies ge- 
ringere Verzweigung und Gesamtentwicklung auf als die der Versuchs- 
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pflanze b). Die verbrauchte Lésung betrug 205ccm. Am Boden der 
sonst klaren Lésung befand sich eine griine Algenvegetation. Das 
Gewicht der abgetrockneten Pflanze betrug 0,90 g. 

Das Verhalten der Gerstenpflanze in Versuch b) schien mir Schliisse 
iiber die Verwendung oder Nichtverwendung der Benzoesiure im 
Pflanzenkérper zuzulassen. Es waren 360 von 750 ccm Lésung durch 
die Pflanze aufgesaugt worden. Da die Benzoesdure 0,016 Proz. betrug, 
muBten 360 x 0,00016 g, das sind 0,0576 g Benzoesiure in die Pflanze 
eingetreten sein, wenn die Lésung unverandert aufgenommen wurde. 
Der Riickstand (die Trockensubstanz) in den ibriggebliebenen 390 ccm 
Lésung betrug, wie ich feststellte, nur mehr 0,030 g, wahrend ur- 
springlich in der ganzen Lésung insgesamt 750 x 0,0217, das sind 
0,162 75 g Trockensubstanz, vorhanden waren, darunter 0,120g Benzoe- 
siure. Es waren mehr Gewichtsteile Lésungstrockensubstanz in die 
Pflanze tibergegangen, als sich aus den 360 ccm aufgesaugter Lésung 
errechnet, namlich statt 0,07812 g 0,13275g. Von den urspriinglich 
vorhandenen 0,120g Benzoesiure muBSten mehr als 0,120—0,030, 
das sind 0,090 g, in die Pflanze iibergetreten sein. Da der Gehalt des 
Riickstandes (aus der Lésung) an Benzoeséure nicht bestimmt wurde, 
nehme ich den ungiinstigsten Fall an, daB der ganze Lésungsriickstand 
aus Benzoesiure bestand, was natiirlich nicht der Fall war. Dann 
sind 0,120 — 0,030 = 0,090 g Benzoesaure in die Pflanze tibergegangen 
— und haben dieselbe nicht getétet! 

Da das Frischgewicht der Versuchspflanze bei AbschluB des Ver- 
suchs 12,8g betrug, so miiBte die Benzoesiure, wenn sie nicht ver- 
braucht worden ware, in der Konzentration von fast 1 Proz. innerhalb 
der Pflanze vorhanden gewesen sein, eine Menge, durch die jede Pflanze 
in kiirzester Zeit getétet wird. Denn die Benzoesaure ist giftig! Nach 
R. Koch hindert die Benzoesiure schon in der Verdiinnung 1 : 2867 
die Entwicklung von Bazillen (Milzbrand). Wegen der entwicklungs- 
hemmenden Wirkung gegen Bakterien wird die Benzoesiaure als Frisch- 
erhaltungsmittel fiir Fleisch benutzt. Schon 0,08 Proz. Benzoesdure 
verhindern die Keimung von Pflanzensamen, z. B. Klee, Rotkohl, 
Lein, Weizen. Hefe wachst in einer guten Nahrlésung erst dann, wenn 
die zugesetzte Benzoesaure nicht mehr als 0,05 Proz. betragt. 

Es muB also die Benzoesiure in der Pflanze (Gerste) — entgegen 
meiner friiheren Annahme — eine Verwendung, vermutlich als Nahr- 
stoff, finden, wenn sie in groBer Verdiinnung in dieselbe gelangt. Friihere 
Versuche') haben ja ergeben, daB die Benzoesiure von manchen 
Bakterien und Schimmelpilzen schon von 0,2 Proz. an als C-Nahrung 
gebraucht werden kann; sie wachsen in einer Nahrlésung, die keine 


1) Diese Zeitschr. 132, Heft 1/3. 
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andere ©-Quelle als Benzoesiure enthalt. Es liegt also nahe, auch fiir 
die Gerstenpflanze ein Assimilationsvermégen gegen Benzoesiure an- 
zunehmen. 

Um dieses Resultat sicherzustellen, wurde der Versuch b) noch 
mehrmals wiederholt, immer mit dem gleichen Resultat, mit wenigen 
Ausnahmen, wo offenbar der Gerstenkeimling durch eine in ihm selbst 
liegende Ursache zugrunde ging. Solche Fehlschlige kommen ja bei 
allen Ernihrungsversuchen mit Wasserkulturen vor. 

Die Untersuchung der Gerstenpflanzen in den Versuchen b) auf 
Anwesenheit von Benzoesiure nach dreimonatiger Erniahrung lieferte 
ein negatives Resultat. Auch hieraus ergibt sich, daB die Benzoesiure 
in geeigneter hoher Verdiinnung von der Gerstenpflanze und ver- 
mutlich auch von anderen Bliitenpflanzen assimiliert wird, oder auch 
durch den Verbrauchs-(Atmungs-)ProzeB zerstért wird. 

Das andert natiirlich nichts an der vom Verfasser frither (diese 
Zeitschrift 1922) ausgesprochenen Meinung, da die Hippursiaure, 
welche in den Stoffwechsel der Pflanze gebracht, Benzoesiure (neben 
Glykokoll) bildet, eine leicht schidlich wirkende Stickstoffquelle fiir 
die griine Pflanze darstellt. Denn die Hippursiure liefert bei der 
Spaltung tiber zwei Drittel ihres Gewichtes Benzoesiure; wie frither 
nachgewiesen (B., a. a. O.) wurde, wirken schon 0,08 Proz. Benzoesaure 
tédlich auf Keimpflanzen ein, 0,05 Proz. verzégern die Keimung von 
Klee, Rotkohl, Lein. Also mu8 0,12proz. Hippurséure die Pflanzen 
abtéten, 0,072proz. ihre Entwicklung hemmen. Fir die Diingung 
mit tierischem Harn ist das von Belang, es muB fiir entsprechende 
Verdiinnung gesorgt werden. 

Physiologisch oder biochemisch dirfte die Tatsache der Benzoe- 
sdureverwendung in der griinen Pflanze nicht ohne Interesse sein, galten 
doch Benzolderivate selbst fiir Pilze als nur ausnahmsweise und schwierig 
assimilierbar. 
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Luftverdiinnung und Blutregeneration durch ,,Himopoietine*. 
Von 
J. Forster in Budapest. 


(Aus dem Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschung 
in Davos.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text 


Seitdem Paul Bert festgestellt hat, daB das Héhenklima auf das 
Blutbild einen EinfluB hat, finden wir zahlreiche Arbeiten in der Lite- 
ratur, die sich mit dieser Tatsache beschiftigen. Heute besteht all- 
gemein die Ansicht, da8 im Héhenklima vermehrte Blutbildung statt- 
findet, denn es ist vielfach festgestellt worden, daB die im Héhen- 
klima zu findende Hyperglobulie und die Hyperhimoglobinimie nicht 
scheinbar sind, sondern in Wirklichkeit bestehen. 

Der Mechanismus dieser Blutbildung ist aber noch heute fraglich ; 
wir wissen nicht, ob wir es da mit einer beschleunigten Blutbildung 
oder mit einer beschleunigten Ausschwemmung von Blutzellen aus dem 
Knochenmark zu tun haben. 


Im Jahre 1906 fanden Carnot und Deflandre*), da®B das Serum von 
animischen Tieren blutbildende Wirkung habe, und nahmen an, dai 
dieses Serum, das wir seither als Carnotsches Serum bezeichnen, Substanzen 
enthalt, die sie als ,,Hdmopoietine“ bezeichneten. Diese Untersuchungen 
wurden von Miiller*) und anderen, zuletzt von Giribaldi*) wiederholt und 
bestatigt. Miiller hatte die Untersuchungen sodann erweitert und fand 
unter anderem, da8 das Serum von Tieren, welche sich lingere Zeit im luft- 
verdiinnten Raume befanden, ahnlich himopoietisch wirkt. Er hatte Meer- 
schweinchen 18 bzw. 33% Stunden einem Luftdruck von 460 mm Hg aus- 
gesetzt und ihnen nachher mittels Herzpunktion Blut entnommen. Das 
Serum dieses Blutes hatte er Mausen intraperitoneal injiziert. Er fand, 
daB die Blutkérperchenzahl am zweiten Tage nach der Einspritzung eine 
Zunahme im Mittel von 14 Proz. zeigte. Er vermutet mit einer gewissen 
Wahrscheinlichkeit, den Schlu8 ableiten zu kénnen, daB die hervorgerufene 
verminderte Sauerstoffversorgung des Organismus des Meerschweinchens 
es ist, welche die in Rede stehende Verinderung des Serums (Hiamopoietin- 
bildung) hervorruft. 


1) Carnot und Deflandre, C. r. 148, 384. 
2) Miller, Arch. f. Hyg. 75. 
3) Giribaidi, Biochem. e terap. sperim. Jahrg. 7, 1920. 
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Wir haben uns die Aufgabe gestellt, diese Versuche zu wieder- 
holen, sicherzustellen und zu erweitern, denn Miiller hatte die Ver- 
suche an Miiusen und Meerschweinchen ausgefiihrt; die ersteren sind 
aber wegen ihrer geringen Blutmenge zu solchen Versuchen nicht 
sehr geeignet. Die zur einmaligen Blutkérperchenzihlung benétigte 
geringe Blutmenge addiert sich in 1 bis 2 Tagen und wird relativ groB, 
so daB die Miuse nach ein bis zwei Zihlungen animisch werden. AuBer- 
dem hat er Mausen Meerschweinchenserum injiziert, so daB die heterologe 
Serumwirkung nicht auszuschlieBen ist. 

Wir haben darum zu unseren Versuchen ausschlieBlich Kaninchen 
benutzt, welche eben wegen der erwahnten Ursachen zu solchen Ver- 
suchen viel besser geeignet sind. 


Technik und Versuchsanordnung. 


Zuerst haben wir bei den Kaninchen die Blutkérperchenzahl und den 
Himoglobingehalt festgestellt; dies geschah fiir ersteres mit dem Biirker- 
schen Blutk6érperzihlapparat, mit welchem mindestens 800 bis 1000 Zellen 
gezihlt wurden, fiir-letzteres mit dem Sahli-Gowersschen Apparat; darnach 
haben wir die Tiere gewogen und anidmisiert. Die Ani&misierung geschah 
durch die auspraparierte Karotis. Aus dem Gewicht der Tiere haben wir 
die ungefahr vorhandene Blutmenge berechnet. (!/,, des Kérpergewichtes), 
und haben 1/, bis 4/, dieser Blutmenge entnommen, so daB an dem der 
Blutentnahme folgenden Tage die Blutkérperchenzihlung eine Abnahme 
von 19 bis 37 Proz. (im Mittel 28 Proz.) zeigte. Nun blieb ein Tier zur 
Kontrolle unbehandelt, dem anderen wurden die in Frage stehenden Sera 
intraperitoneal in Mengen von 2 bis 3ccm injiziert. Darnach wurde zuerst 
taglich, dann mit einigen Tagen Zwischenraum fortlaufend die Blut- 
k6rperchenzahl und der Hamoglobingehalt bestimmt. 

Zur Herstellung eines luftverdiinnten Raumes benutzten wir einen 
Exsikkator, in welchen wir das Tier hineinbrachten, und eine Wasserstrahl- 
pumpe. Vor den Exsikkator und die Wasserstrahlpumpe waren zwei GefaBe 
eingeschaltet. Ein Gefai8 mit Quecksilber gefiillt, welches als Manometer 
diente und durch welches zugleich die frische Luft in den Exsikkator hin- 
eingesaugt wurde; das zweite GefaB diente zum Auffangen der beim Blasen- 
werfen des Quecksilbers entstandenen und tibergesaugten Quecksilber- 
trépfchen. Mit dieser Anordnung erzeugten wir die zu unseren Versuchen 
benétigten Luftverdiinnungen von 410 bis 480mm Hg, was im Mittel 
dem ungefihren atmosphirischen Druck in der Héhe von 4000 bis 4500 m 
(Monte Rosa) entspricht. In diesem luftverdiinnten Raume blieben die 
Tiere 24 bis 49 Stunden, sie bekamen Futter mit hinein, das sie in dieser 
Zeit verzehrten. Die Tiere befanden sich gut und zeigten wenig merkliche 
Dyspnoe. Nach 24- bis 49stiindigem Aufenthalt in diesem luftverdiinnten 
Raume haben wir den Tieren die bendtigte Blutmenge aus der Karotis 
entnommen und deren Serum zu Einspritzungen benutzt. 


Unsere Versuche kénnen wir in fiinf Gruppen einteilen: 


Gruppe I. Hierher gehéren fiinf Tiere, die unbehandelt als Kontrolle 
dienten. Diese Tiere wurden nach Blutkérperchenzihlung, wie schon er- 
wahnt, animisiert, und nachher jeden Tag wieder die Blutkérperchenzahl 
festgestellt. 
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Gruppe II. Zu dieser Gruppe gehéren fiinf Kaninchen. Nach Fest- 
stellung der Zellenzahl wurden sie andmisiert, die Abnahme der Blut- 
kérperchenzahl nach 24 Stunden wieder festgestellt und ihnen nachher 
2,5cem Serum von Kaninchen, die im luftverdiinnten Raume waren, 
intraperitoneal injiziert. Dann folgte tagliche Blutkérperchenzahlung. 


Gruppe III (drei Kaninchen). Da sich ergab, da8 im Serum von Tieren, 
die im luftverdiinnten Raume waren, durch O,-Mangel sich Anderungen 
einstellen, haben wir zur Priifung dieser Verainderungen drei Tiere mit 
Serum von im luftverdiinnten Raume gewesenen Kaninchen behandelt, 
welches Serum vorerst 15 bis 30 Minuten lang mit O, durchgeliiftet wurde. 
Nach Blutk6rperchenzihlung, Aniamisierung und nachher wieder fest- 
gestellter Zellenzahl Einspritzung von 2 bis 3ccm dieses Serums intra- 
peritoneal. 


Gruppe IV. Drei Tieren haben wir nach Blutkérperchenzdhlung, 
Anidmisierung und wiederholter Blutkérperchenzihlung 3 bis 6 cem Serum 
von normalen, gesunden, nicht behandelten Kaninchen intraperitoneal 
injiziert. 

Gruppe V. Zusammen fiinf Tiere. Drei Kaninchen wurden nach 
Blutkérperchenzihlung und Aniimisierung verschieden behandelt. Eines 
dieser Tiere blieb weiter 3 Tage hindurch im luftverdiinnten Raume. Ein 
anderes bekam 3 Tage hindurch pro Tag je 2 ccm Serum eines Kaninchens, 
welches im luftverdiinnten Raume gelassen war; einem dritten wurden 3ccm 
abzentrifugierter Milch intraperitoneal injiziert. Zwei Tiere wurden nicht 
anamisiert, und eines von diesen bekam tiglich 3 Tage hindurch je 2 ccm 
Serum von normalen, ein zweites von Kaninchen, welche im luftverdiinnten 
Raume gewesen waren. 


In die Tabellen sind nur die Blutzellenwerte aufgenommen. Die Himo- 
globinwerte sollen spater erértert werden. Neben die direkt gefundenen 
Zahlen sind die Differenzen gesetzt gegeniiber den Normalwerten und den 
24 Stunden nach der Animisierung gefundenen, und zwar einerseits in 
absoluten Werten, andererseits in prozentischen Werten, wobei im letzteren 
Falle die vor bzw. 24 Stunden nach der Blutentnahme gewonnenen Werte 
zu 100 gesetzt wurden. 


Beim Betrachten der Resultate kénnen wir die Gruppen I und IV zu- 
sammenfassen, denn ihr Resultat ist das gleiche. Bei diesen zwei Gruppen — 
also bei den nicht behandelten Kontrolltieren und bei mit normalem Serum 
behandelten Tieren — zeigte sich in den ersten Tagen nach der Entblutung 
eine fortschreitende Abnahme der roten Blutkérperchenzahl. Eine Zunahme 
beginnt erst nach 3 bis 4 Tagen, um dann langsam zu steigen. Dasselbe 
zeigt sich beim Kaninchen in Gruppe V, welches 3 ccm Milch bekommen 
hatte. 


Anders stellt sich die Sache bei Gruppe IT und ITI, also bei Tieren, welche 
Serum von im luftverdiinnten Raume gewesenen Kaninchen bekommen 
haben. Bei diesen zeigt sich die bei der friiheren Gruppe gefundene fort- 
schreitende Abnahme nicht, sondern wir sehen eine Hemmung der nachtrig- 
lichen Abnahme und eine sehr bald beginnende Zunahme an Tagen, wo die 
Kontrolitiere noch eine Abnahme zeigen. Dabei ist das mit Sauerstoff be- 
handelte Serum noch etwas wirksamer als das unbehandelte. 


Fassen wir die Resultate von Gruppe I und den Gruppen II und III 
in Prozentzahlen zusammen, so bekommen wir Werte wie folgt (Tab. Il): | 
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ef Ss Fle REtra 5 1. Tag 2, Tag 
33 ge. & ae Be § 7 i Zu oder E | Zus oder 
& oI & S$ ‘a |s8) 2 a2 gaisge Abnahme 5 8 Abnahme 
g& P =3i wi & + 2 | +o 
Baio . € Is Ho} & 4/5 s4 284 te 
es 2222 |292/2)=23] 22s 
3 a%< iz | Za< 3 s | absolut Proz S absolut Proz, 
Gruppe I. Unbehandelte 
2 5.860.000 | 35 | 3.700000 | — 37) 3 760.000 at elem Fe ceaies heme, | 
| | tr 6 
| 
5 | 5.900 000 | 28 4 490 000 | — 24 $ 250000 | Fos ono | 3p | 3 70za00 || — Zaman | -® 
| | | —2220000 | —34 | | — 2050000  — 3 
9 6 600.000 | 15 | 4.900000 | — 26 4 380 000 || 4.550.000 || 
| 520000 | —11 — 350.000 4 
| — 950000 | —17 | — 890 000 19 
15 5.550.000 | 35 | 4140000 | — | 
bat ” estes’ + 460000 | +12 each + 520000 13 
16 | 5.910 000 18 | 4 340 000 — 27 3560000 || oe ees | 3170 000 ‘Bal pn dond a 
| -_- ‘ 
Gruppe II. Nach der Anamisierung 2,5 ccm Serum intraperitoneal 
3 6100000 | 24 3.980 000 | — 35 4550 000 | Pp oe ey 4.000 000 || oe re 
| i} | i 
| —1440000 | —24 1.040 000 18 
atacand tae recengs 23} 4 560 000 | eee fs | 4960.00 | Shes | a 5 
14 || 5 500 000 | 28 | 3.800.000|—31// 3790000 || "Oe | -  _ 
| bal | — 1.480 000 3 | 
1. | — — 32 | —1100000 | — 24 
20 || 4700 000) 23 | 3 $00,000] — 26 || 3220000 |} “a5 g99 | — g || 36000 | tao 000 | 3 
| | | 
} | oe - ' 
22 | 4.840 000 20 | 3 6:0 00 -25| 31000 | perl ier Pan | 5.070 000 | Dems | | wc 
Gruppe III. Nach Aniamisierung 3 ccm Serum intraperitoneal, -welches von im 
Injektion 15 bis 30 Minuten lang 
| £5 —1040000 |" —18 | — 10000 | —1 
| } —_ 
— 17 | 4.450 000 on i eee has j 3790-000 | eveeie | +» 
i 
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Tabelle II. Unbehandelte Kontrolltiere (Blutkérperchenzahl in Prozenten). 
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Tabelle III. Mit Serum (von im luftverdiinnten Raume 
gewesenen Kaninchen) behandelte Tiere. 
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Vor der Blut- ! He BK Bw 
entnahme Proz. . |/100) — ||100) — | 100) — || 100; — | 100; — || 100) — |100 — | 100, — | 100 
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Es geht aus diesen Tabellen deutlich hervor, daB, wahrend bei den Kon- 
trolltieren an den der Biutentnahme folgenden 2 Tagen eine weitere Vermin- 
derung der Blutkérperchenzahl zu er- 
folgen pflegt, bei behandelten Tieren 
130 biel keine Abnahme, sondern sogar eine 

| we Zunahme von im Mittel 13,8 Proz. 
schon am zweiten Tage die Regel ist. 
Die Kurve (Tabelle III) zeigt die 
Verhialtnisse sehr klar. 

Es handelt sich um schnellere 
Anregung zum Wiéiederersatz, denn 
selbst in Wochen kommt es nicht zu 
einer Steigerung der Zellenzahl iiber 
den Ursprungswert hinaus. Dem 
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Abb. 1. v Blutzellenzahl ror der Blutentnahme 
in Proz. m Blutzellenzahl nach der Blutentnahme 
in Proz. Au. B Kontrolltiere. Cu. D gespritzte 
Tiere. Au. Cbezogen auf die Normalwerte = 100. 
Bu. D bezogen auf die 24 Stunden nach der 
Anamisierung gefundenen Werte = 100, 


entspricht, daB bei nicht animisch 
gemachten Kaninchen (Gruppe V) 
das Serum keine Zellenvermehrung 
bewirkte, auch wenn das Serum 
3 Tage hindurch gegeben wurde. 
Wenn die Dosis gesteigert wird 
dadurch, daB das Serum der im lujt- 
verdiinnien Raume gewesenen Tiere 
taglich gegeben wird, und zwar mehrere 


Tage hindurch, so ist die Wirkung im Prinzip dieselbe, d. h. eine Vermeidung 
des weiteren Absinkens und ein schnellerer Wiederersatz — schneller noch 
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als nach einmaliger Injektion —, aber keine Steigerung tiber die Ursprungs- 
werte hinaus. | 

Zusammenfassend kann man sagen, daB jedenfalls ein Einflup auf 
die Wiederzunahme der Zellen im Blute sicher ist. Jedenfalls enthdlt 
das Serum die mit dem Blutwiederersatz in Beziehung stehenden Sub- 
stanzen. Diese Substanzen wirken bei animischen Tieren genau so, 
wie der Aufenthalt im luftverdiinnten Raume selber, denn wenn das 
anadmisierte Tier unter Luftverdiinnung gehalten wird (s. Gruppe V, 
Kaninchen Nr. 23), so nimmt der Wiederersatz seines Blutes denselben 
Gang, wenn auch in beschleunigtem MaBe, wie es bei Einspritzung 
von Serum unter Luftverdiinnung gehaltener Tiere der Fall ist. Da- 
gegen besteht, wie es scheint, bei normalen Tieren ein Unterschied 
zwischen der Wirkung des Serums von Tieren, die sich im luftverdiinnten 
Raume befunden haben, und der Wirkung des Aufenthaltes im luft- 
verdiinnten Raume selber, denn letzterer bewirkt eine Zunahme der 
Zellen im Laufe von einigen Wochen iiber das normale MaB hinaus, 
erstere erzeugt aber diese Hyperglobulie nicht. Das geht aus den Ver- 
suchen hervor, in denen normalen Kaninchen das Serum von Tieren 
injiziert wurde, die sich im luftverdiinnten Raume befunden haben — 
sogar wenn die Injizierung mehrere Tage hindurch geschah —, ohne 
daB die Zellenzahl im Blute zunahm (vgl. Gruppe V, Kaninchen 
Nr. 25 und 26). 

Wie sollen wir diese Wirkung auffassen? Man kénnte an eine 
Proteinkérperwirkung denken. Um iiber diese Méglichkeit zu ent- 
scheiden, haben wir einer Reihe von Kaninchen (Gruppe IV) normales 
Serum injiziert und einem Kaninchen 3 ccm Milch (in Gruppe V). Eine 
deutliche Hemmung der Wirkung der Blutentziehung war aber bei 
keinem zu konstatieren. Man muB also an eine spezifische Wirkung 
denken. Am néichsten liegt die Vermutung, daB die Wirkung iiber das 
Knochenmark geht, und daB das Knochenmark beim Aufenthalt im luft- 
verdiinnten Raume einen Reiz empfaingt, Substanzen zu bilden und an 
das Serum abzugeben, welche fdhig sind, den Wiederersatz des Blutes 
zu beschleunigen. Die Substanzen scheinen aber nicht dazu faihig zu 
sein, sicher nicht in hervorragendem MaBe, die Zellenzahl iiber die 
Norm hinaus zu vermehren. Fiir derart wirkende Substanzen ist, wie 
erwahnt, der Name ,,Hdmopoietine’’ benutzt worden (Carnot). Der 
Name besagt nichts iiber das Wesen dieser Substanzen. Dariiber, ob 
diese Hamopoietine eine Hamopoiesis erzeugen, sagen auch unsere 
Versuche nichts aus, da ja nach unseren Versuchen und Erfahrungen 
durch sie zwar ein Wiederersatz, aber keine Mehrbildung angeregt wird. 

Es wire eine weitere Frage, ob die Bildung und Abgabe der Hiamo- 
poietine an das Blut mit Vorgiingen einhergeht, die auf eine Anregung 


zu vermehrter Blutneubildung deuten, oder ob nur eine beschleunigte 
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Ausschwemmung von Zellen aus dem Knochenmark vor sich geht. 
Kine Scheidung dieser beiden Vorginge voneinander ist auf Grund 
der Betrachtung des Blutes allein nicht méglich. Man kann aus seinem 
Verhalten nur auf einen vermehrten Ubertritt irgendwelcher Zellen 
in das Blut schlieBen, und zwar 1., wenn kernhaltige rote Blutkérperchen 
sich im Blute befaénden; 2. wenn im Blute Anisocytose oder eine auf- 
fallend groBe Zahl abnorm groBer Blutzellen zu finden ware; 3. wenn 
das Blut vermehrten O,-Verbrauch zeigte+). 

Zuntz, Loewy, Miiller und Caspari®) haben durch mikroskopische 
Untersuchungen gezeigt, daB bei Tieren, die langere Zeit im Héhen- 
klima waren, die 4uBere Schicht des roten Markes dicker ist und mehr 
rote Blutkérperchen enthilt, als das bei Tieren im Tieflande der Fall 
ist. Aus dieser Tatsache kénnte man auf vermehrte Blutbildung 
schlieBen, und dementsprechend miBten im Blute kernhaltige rote 
Blutkérperchen vorhanden sein. Tatsichlich haben aber auBer 
Schauman und Rosengvist*), die ihre Tiere sehr lange der Luft- 
verdiinnung aussetzten, nie Forscher kernhaltige rote Blutkérperchen 
gefunden, nur héchstens eine Anisocytose. Wir fanden auch nichts 
Deutliches bei sorgfaltigster Durchsicht unserer Trockenpriparate in 
bezug auf das Vorkommen kernhaltiger roter Blutkérperchen, aber 
wir fanden eine Anisocytose und Polychromasie und — was eine gréBere 
Bedeutung hat — abnorm groBe rote Blutkérperchen. 

Tabelle IV zeigt die Prozentzahl der verschiedenen Durchmesser 
der roten Blutkérperchen eines gesunden Kaninchens, welches in Davos 
bei einem Barometerdruck von im Mittel 630 mm Hg lebte, verglichen 
mit einem Kaninchen, das 49 Stunden einer Luftverdiinnung von 441 mm 
Hg ausgesetzt war. 

Tabelle IV. 








Durchmesser der roten Blutkérperchen 





beim Kaninchen, welches 49 Std. im luft- 


bei normalen Kaninchen verdiinnten Raume von 441mm Hg war 








4 Proz. zwischen 5,2 bis 6,0 u 6 Proz. zwischen 5,2 bis 6,0 u 
Mo» ” 60 ,, 69" 34 C«s ” 6.0 ,, 69u 
51 ” ” 6,9 ” 7,8 lu 21 ” ” 6,9 ” 7,8 u 
11 ” ” 7,8 ” (8,1 #) 29 ” ” 7,8 ” 8,7 u 

| een ss 8,7 ,, (9,04) 
mittlerer Durchmesser . 6,5 u mittlerer Durchmesser . 6,9 u 





1) Morawitz und Masing, Héhenklima und Blutbildung, Deutsch. 
Arch. f. klin. Med. 88; Masing, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 66; Morawitz, 
ebendaselbst 60. 

2) Zuniz, Loewy, Miiller und Caspari, Héhenklima und Bergwanderungen. 
Berlin 1906. Tafel Iund II. Loewy und Miiller, Deutsch. med. Wochenschr., 
1904, S. 122. 

3) Schawman und Rosengqvist, Uber die Natur der Blutverainderungen 
im Hoéhenklima, Zeitschr. f. klin. Med. 85, 1898. 
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Wdhrend beim erstgenannien Tiere der mittlere Durchmesser der 
roten Blutkérperchen 6,5 uw betrdgt, betrdgt er beim letateren Tiere 6,9 u, 
also 0,54 mehr. AuBerdem waren beim letzteren Kaninchen 11 Proz. 
Blutkérperchen mit einem Durchmesser von 8,7 u (dabei auch einige mit 
9,0) zu sehen, wie solche beim normalen Tiere iiberhauwpt nicht zu 
finden waren. 

Was die vermehrte O,-Zehrung betrifft, haben wir Versuche mit 
dem Wintersteinschen Mikrorespirometer ausgefiihrt. Die Resultate 
sind positiv ausgefallen, denn das Blut von der Luftverdiinnung aus- 
gesetzten Tieren hat mehr O, verzehrt als das Blut von normalen Tieren. 
Die darauf beziiglichen Versuche werden in der folgenden Abhandlung 
mitgeteilt. Sie sowie die vorstehend mitgeteilten Blutverinderungen 
sprechen jedenfalls dafiir, daB neben oder mit der Hamopoietinbildung 
Vorgange ablaufen, die zu einem gesteigerten Zelliibertritt ins Blut 
fiihren. 
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Die Wirkung der Luftverdiinnung auf den Gaswechsel 
des Blutes. 


Von 
A. Loewy (Davos) und Julius Férster (Budapest). 


(Aus dem Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschung 
in Davos.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1923.) 


Die vorstehenden Untersuchungen von Férster hatten im AnschluB 
an altere Untersuchungen ergeben, daB im Blutserum von Kaninchen, 
die unter Luftverdiinnung gehalten waren, Stoffe enthalten sind, die, 
intraperitoneal Tieren der gleichen Art injiziert, den Blutersatz nach 
Blutentziehungen anzuregen vermégen, und ferner, daB die Zellen 
solchen Blutes Besonderheiten zeigen, wie man sie bei der Blut- 
regeneration findet: Anisocytose héheren Grades und Polychromasie 
bei den vorhandenen Makrocyten. Das Wesen dieser Wirkung ist 
vorlaufig noch unerklart, aber sicherlich handelt es sich nicht um 
unmittelbare Blutverainderungen, vielmehr ist anzunehmen, daB sie 
von Organen aus hervorgerufen werden, die primar durch die Luft- 
verdiinnung beeinfluBt werden. Es liegt auf Grund experimenteller 
Erfahrungen nahe, in erster Linie an das Knochenmark zu denken, 
an dem Veranderungen im Sinne einer vermehrten Blutbildung schon 
beobachtet worden sind‘). 

Findet diese reichlich und schnell statt, so macht sie sich im Blute 
selbst durch das Auftreten kernhaltiger roter Zellen geltend; erfolgt 
sie langsam, so finden sich keinerlei kernhaltige Zellen. Aber, wie 
Warburg?) und Morawitz*) feststellten, zeigt das Blut von Tieren, 
dem mehr junge Blutzellen zugefiihrt werden als dem normaler er- 
wachsener, z. B. das Blut von jungen Tieren oder das durch Aderlisse 
blutarm gemachter, eine Eigentiimlichkeit darin, daB es einen gesteigerten 
Sauerstoffverbrauch hat. Es war also zu erwarten, daB beim Auf- 
enthalt in einem geniigend luftverdiinnten Raume und auch im Hoéhen- 
klima sich eine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs des Blutes 
finden wiirde, falls ein geniigend schneller Ubergang junger Zellen 


1) Zuntz, Loewy, Miiller und Caspari, Héhenklima und Bergwanderungen, 
8. 198ff., Berlin 1906. 

2) Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 112. 

8) Morawitz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 60, 298. 
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ins Blut vor sich ging. Die einzigen in diesem Sinne ausgefiihrten Ver- 
suche stammen von Masing und Morawitz1). Sie bestimmten an sich 
den Sauerstoffverbrauch des Blutes einerseits in Heidelberg, anderer- 
seits auf dem Col d’Olen in etwa 3000 m Héhe bei einem achttagigen 
Aufenthalt. Sie fanden die beim Menschen nur geringe Sauerstoff- 
zehrung (0,5 bis 1,0 Vol.-Proz. in 5 Stunden bei 37°) in gleicher Weise 
in der Héhe wie im Tieflande. Dabei war die Zahl der Erythrocyten 
bei Morawitz um etwa 10 Proz., bei Masing um 7% Proz. gestiegen. 

Das Ergebnis ist auffallend. Masing und Morawitz denken schon 
zu seiner Erklarung daran, dab die zu erwartende Zunahme unterhalb 
der Schwelle der Methode geblieben sein kénnte. Sie bedienten sich 
der Haldane-Barcroftschen Ferricyanidmethode, deren Fehlergrenze sie 
mit 0,6 Vol.-Proz. angeben. Aber die Fehlergrenze kann iiber d'esen 
Wert unter Umstanden weit hinausgehen. Auch in den Versuchen 
an E.Masing scheint das der Fall gewesen zu sein, wenigstens stehen 
die Blutsauerstoffwerte auf dem Col d’Olen nicht mit der Blutzellenzahl 
in Einklang. Im Mittel war der Sauerstoffgehalt in Heidelberg 
20,55 Vol.-Proz. bei 5,4 Millionen Erythrocyten. Auf dem Col d’Olen 
betrugen letztere in einem Falle 6,1 Millionen bei 21,8 Vol.-Proz. O,, in 
einem zweiten dagegen 5,3 Millionen bei 23 Vol.-Proz. Im Gesamt- 
mittel berechnen sich 22,37 Vol.-Proz. auf dem Col d’Olen bei im Mittel 
5,8 Millionen Erythrocyten. Die Zunahme an letzteren gegeniiber 
Heidelberg betrigt 7,7 Proz., die des Sauerstoffgehaltes etwa 9 Proz. 
Beide Werte stimmen scheinbar gut iiberein. Aber wenn man beriick- 
sichtigt, daB die maximale Sauerstoffaufnahme auf dem Col d’Olen ge- 
ringer sein muB als in Heidelberg, entsprechend dem verminderten Baro- 
meterdruck, wiirde sich, selbst unter der Annahme, da8 der UberschuB 
an Blutzellen gegeniiber Heidelberg die gleiche Sauerstoffkapazitat hatte 
wie alle ibrigen Zellen, nur ein Sauerstoffgehalt von etwa 21 Vol.-Proz. 
berechnen, d. h. also 1,37 Proz. weniger als gefunden. Diese Rechnung 
soll nur zeigen, daB bei Verwendung von Menschenblut mit seiner sehr 
geringen Zehrung etwaige Steigerungen dieser wirklich, wie Masing und 
Morawitz vermuten, in die Fehlerbreite ihrer Methode fallen kénnten. 

Wir haben deshalb die Frage, ob beim Aufenthalt im luftverdiinnten 
Raume das Blut eine erhéhte Fahigkeit zur Sauerstoffzehrung erhilt, 
nochmals gepriift, unter Benutzung von Kaninchenblut, das an sich 
eine erheblich héhere Sauerstoffzehrung hat als Menschenblut, und 
unter Verwendung einer Apparatur, die kleine Ausschlige besser er- 
kennen und messen la8t als die Barcroftsche, nimlich des Mikro- 
respirometers von Winterstein?). 


1) Masing u. Morawitz, D. Arch. f. klin. Med. 98, 301. — #) H. Winter- 
stein, diese Zeitschr. 46, 440, 1912; Zeitschr. f. biol. Technik 3, 246, 1913. 
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Das Wesen des Apparates setzen wir als bekannt voraus und 
bemerken nur, daB wir die neueste Anderung desselben benutzten, bei 
der an einem Quecksilbermanometer der Verbrauch an Sauerstoff 
direkt abgelesen werden kann. Der Apparat wurde auf der einen Seite 
mit 1 cem Tyrodelésung, auf der anderen mit 1 ccm Blut gefillt, das 
mit Sauerstoff gesaittigt wurde. Ebenso wurde das BlutgeféB mit 
Sauerstoff gefillt. Das im BlutgefiS vorhandene Schilchen wurde 
zur Halfte mit 3proz. Kalilauge gefiillt und ein itiberstehendes FlieB- 
papierstiick hineingegeben. Nach dem Vollsaugen dieses mit der Kalli- 
lauge blieb noch ein Rest dieser am Boden des GefaiBes. Das Respiro- 
meter wurde mechanisch in einer Wasserwanne bei 37,5 bis 38,5°C 
geschiittelt. Die Ablesungen begannen, nachdem Temperaturausgleich 
eingetreten war und geschahen fast ausnahmslos von 10 zu 10 Minuten. 

Zunachst verwendeten wir Blut verschiedener Tiere zur Vergleichung 
der Sauerstoffzehrung beim Aufenthalt einerseits unter dem in Davos 
herrschenden Barometerdruck von im Mittel 630mm, andererseits 
nach 24- bis 33stiindigem Aufenthalt bei etwa 430 bis 460 mm Baro- 
meterdruck. Spiter aber benutzten wir die gleichen Tiere zur Be- 
stimmung der Sauerstoffzehrung sowohl vor wie nach dem Aufenthalt 
im luftverdiinnten Raume. Zum Teil wurde auch noch die Sauerstoff- 
zehrung des Blutes bestimmt, 24 Stunden nachdem im Anschlu8 an 
den Aufenthalt im luftverdiinnten Raume ein AderlaB von etwa einem 
Viertel der im Tiere anzunehmenden Blutmenge gemacht war. Letzteres 
Verfahren ist jedenfalls sicherer als ersteres, da doch nicht unerhebliche 
Schwankungen in der Sauerstoffzehrung von Tier zu Tier vorhanden 
sind, wie die folgende Tabelle erkennen l48t. Aber auch die Benutzung 
verschiedener Tiere zur Vergleichung der Sauerstoffzehrung bei dem 
herrschenden Atmosphirendruck und nach Aufenthalt unter Luft- 
verdiinnung erwies sich als zulassig, weil, wie sich zeigen wird, die 
normalen Sauerstoffzehrungswerte stets, wenn auch in verschiedenem 
Grade, niedriger liegen als die nach dem Aufenthalt in verdiinnter 
Luft gefundenen. 

Die Einrichtungen zur Herstellung und Liiftung der Unterdruck- 
kammer waren die gleichen, wie sie in der voraufgehenden Arbeit von 
Forster geschildert wurden. 

Unsere Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen zusammen- 
gefaBt. Zu Tabelle I ist zu bemerken, da8 die direkt gefundenen Zahlen- 
werte die Sauerstoffzehrung von 1 ccm Blut in Kubikmillimetern an- 
geben, und daB diese auf 100 Blut umgerechnet wurden. Die Einzel- 
werte sind zu Mittelwerten zusammengefaBt, und neben den direkt 
berechneten Mittelwerten sind die auf 0° 760 mm reduzierten wieder- 
gegeben, um sie mit anderen, unter anderen Verhialtnissen gefundenen 
vergleichbar zu machen. Tabelle II enthalt die Sauerstoffzehrung 
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umgerechnet auf Volumprozente und Stunde aus den Mittelwerten, und 
zwar auch wieder die direkt berechneten und die reduzierten Zahlen. 


Tabelle I. 
Sauerstoffverbrauch von je 1 ccm Blut in 10 Minuten in Kubikmillimetern. 





sr ae 2. 3. 40. Se. 


Nr. ab. redus abs redus abs | redu- abs redus abs | redus 


gelesen ziert | gelesen ziert | gelesen| ziert gelesen ziert gelesen ziert 
, | 


A 82* 5,986) 402 — | 747) — | 75 — | 60 
Magma me bo BOO nh BR me DBR ore 0 OB Lome 
blut —f—|—{ 60; — i 65; — | 60; — 
}—}—f—}—f ar! —] m7] — | 55) — 


Mittel 8,2 | 5,986) 4,165 3.039 6,025 43899 7,375 5384 55 38,964 
Gesamimittel: abgelesen = 6,258; reduziert = 4,555. 


* 3 Wochen zuvor ein Aderla8. Blutzellenzahl hat die Norm fast 
wieder erreicht. 








6. 7. 4b. 4c. ahh rn ie 

Nr. | abges redu- || abges | | eaibiee | eben | } colar: abges redus abge- | redus  abges | redus 
lesen | ziert || lesen ziert lesen | ziert lesen ziert lesen ziert lesen | ziert 

Seem Y HRs | 
- | nat — |124) — | 100) — | 95) — | 115) — | 12,50, — 
qigji5s8;— — — 100} — | 70, — (180) — \180 — 
Fe-8)102 — — | — 190} — | 85) — |.120| — |180) — 
zas3; — | —| —| — | 95 Bat oe TURO) om Lame | oe 
258] — | — | — | — Ineo) — lass) — | — | — | — | — 


Mittel 13,47/9,8 124 9,044 | 9,875 7,209 8,37516,104 | 12.17 8,890 16,17 11,637 
Gesamtmittel: abgelesen = 12,054, reduziert = 8,787. 


(Die eingeklammerten Werte sind nicht zur Berechnung der Mittel- 
werte benutzt.) 
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C 6) — 
Nach Luftver- ? 
diinnuny und fol- 10.0 on 
gendem AderlaB 


Mittel | 10,0 | 7,300 


Die Tabelle I gibt im oberen Teile (A) die im normalen Blute von 
fiinf Kaninchen fiir je 10 Minuten gewonnenen Sauerstoffverbrauchs- 
werte. Sie liegen nicht unbetrachtlich auseinander, wobei der in Ver- 
such 1 gefundene héchste Wert — von fast 6 cmm reduziert — vielleicht 
noch durch einen 3 Wochen zuvor an dem Tiere vorgenommenen AderlaB 
beeinfluBt ist. Bei den tibrigen Werten liegt der héchste mit reduziert 
5,384 cmm um fast 78 Proz. itiber dem niedrigsten mit 3cmm. Das 
-Mittel ergibt reduziert 4,555 cmm. 
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Weit héher liegt aber der Sauerstoffverbrauch des Blutes bei 
denjenigen Tieren, die im luftverdiinnten Raume gewesen waren. Nur 
ein einziger von den 21 Werten liegt unter dem Maximum der normalen 
Werte, alle anderen dariiber, und zwar betrachtlich bei den Tieren 5, 
6 und 7, weniger bei Tier 4. 

Angesichts der Schwankungen, die die Normaltiere darbieten, 
haben wir bei zwei Tieren den Sauerstoffverbrauch ihres Blutes sowohl 
im Normalzustande, wie nach dem Aufenthalt unter Luftverdiinnung 
verglichen. Es sind die Tiere 4 und 5. Der Befund ist der gleiche, und 
gerade bei Tier 5 findet sich die héchste Steigerung, bis fast zum Drei- 
fachen der normalen Werte. Bei Tier 4 wurde zu verschiedenen Zeiten 
nach der Blutentnahme — die in Versuch 4b und 5b aus der Karotis 
erfolgte, sonst aus den OhrgefaBen — die Sauerstoffzehrung untersucht. 
Es finden sich zwischen 4b und 4d Differenzen in den Mittelwerten, 
die aber nicht erheblich sind. Dagegen zeigen die verschiedenen Be- 
stimmungen der gleichen Blutprobe neben je drei bis vier gut iiberein- 
stimmenden Werten einzelne ganz stark von den tibrigen abweichende. 
Eine Ursache dafiir vermégen wir nicht anzugeben, da die Technik 
bis in alle Einzelheiten stets die gleiche war. In allen Fallen handelt 
es sich um abnorm hohen Sauerstoffverbrauch. Bei der Berechnung 
der Mittelwerte haben wir diese (in der Tabelle eingeklammerten) 
Einzelwerte nicht mit verwertet. Aber auch ohne diese sind die Er- 
gebnisse deutlich. Bei Tier 4 ist der Sauerstoffverbrauch, nachdem es 
der Luftverdiinnung ausgesetzt war, um 37 Proz. gestiegen, bei Tier 5 
um fast 200 Proz. 

FaBt man, was das richtigste ist, alle Mittelwerte der einzelnen 
Versuche zu einem Gesamtmittel zusammen, so stellt sich der Sauerstoff- 
verbrauch fiir das Normalblut zu 4,555emm, fiir lcecm Blut und 
10 Minuten Dauer gegen 8,787 emm, d. h. die Steigerung betragt im 
Gesamtmittel gegen 93 Proz. 

Tabelle II gibt die Mittelwerte des Sauerstoffverbrauchs, berechnet 
auf 100cem Blut und Stunde. 


Tabelle II. 
Mittelwerte des Sauerstoffverbrauchs pro 100ccm Blut und Stunde. 
A Normalblut...... abgelesen = 3,7518cem; reduziert = 2,788 ccm 
B_ Nach Aufenthalt unter 
Luftverdiinnung .. == 7,232. , “i = §,2722 , 


Sie betragen 2,733 cem normal gegen 5,272cem nach Luft- 
verdiinnung. 

Es ist festgestellt, daB ein gesteigerter Gaswechsel der roten Blut- 
zellen der Saiugetiere und des Menschen sich unter Verhaltnissen findet, 
in denen ein erhéhter Gehalt an jugendlichen roten Blutzellen vor- 
handen ist, wenn es sich nicht um eine erhebliche Leukocytose handelt; 
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die in unseren Versuchen nicht vorlag. Dabei braucht das Blut nicht 
reich an kernhaltigen Zellen zu sein. Auch kernlose jugendliche Zellen 
haben, wie die schon erwihnten Versuche von Warburg!) und Morawitz?) 
zeigen, einen iiber die Norm erhéhten Sauerstoffverbrauch, so die 
Blutzellen ganz junger Tiere (Kaninchen), und mehr noch die animisch 
gemachter, bei denen das Blut sich regeneriert. Dabei zeigt sich im 
gefarbten Blutpraparat eine Polychromasie, und bei schwer animischen 
Individuen ist eine Zunahme des mittleren Durchmessers der roten 
Blutzellen gefunden worden. So ist ein gesteigerter Sauerstoffverbrauch 
des Blutes ein Zeichen fiir die Gegenwart jugendlicher roter Zellen 
bei Saéugetieren und beim Menschen. In unserem Falle diirfen wir 
diesen Zusammenhang als Folge des Aufenthaltes im luftverdiinnten 
Raume um so eher annehmen, als wir zugleich die eben genannten 
firberischen und Formverinderungen der roten Blutzellen feststellen 
konnten. In der Férsterschen Arbeit ist mitgeteilt, in welchem Umfange 
sich der Durchmesser der Erythrocyten nach dem Aufenthalt in der 
verdiinnten Luft vergréBert hat und in welchem Prozentsatz sich 
Makrocyten fanden. Auch Polychromasie war an den groBen Zellen 
sichtbar. Nicht dagegen fanden sich mit Ausnahme eines zweifelhaften 
Normoblasten kernhaltige Zellen. Das ist mit der verhaltnismaBig 
kurzen Dauer des Verbleibens unter Luftverdiinnung zu erkliren. Sieht 
man die Versuche von Schauman und Rosengvist*®) durch, so erkennt 
man, daB kernhaltige Zellen in gréBerer Menge sich im Blute ihrer der 
Luftverdiinnung ausgesetzten Tiere erst zeigten, nachdem diese viele 
Tage bereits unter Luftverdiinnung gewesen waren. 

Unsere Versuche ergeben somit, daB schon ein Aufenthalt von 
24 Stunden unter einem Barometerdruck, der einer Héhe von 4000 
bis 4500 m entsprechen wiirde, bei Kaninchen wenigstens, und zwar 
bei solchen, die standig in 1550 m Hohe gelebt hatten, zu Veriinderungen 
des Blutes fiihrt, welche sich im Gaswechsel des Blutes und in Uberein- 
stimmung damit auch mikroskopisch in der Weise darstellen, wie man 
es bei gesteigerter Blutbildung zu finden gewohnt ist. 

Die kurze, und, zwar erhebliche, aber nicht iibertriebene Luft- 
verdiinnung hat also zu einer Reizung der blutbildenden Organe gefihrt, 
die zu einer gesteigerten Abgabe junger Zellen an das Blut fihrte. 
Ob und inwieweit hiermit die Fahigkeit des Serums dieser Tiere, die 
Blutregeneration anzuregen, in Zusammenhang steht, eine Fahigkeit, 
die sich aus der voranstehenden Arbeit von Férster fiir die gleichen 
Tiere ergeben hat, mu8 weiteren Untersuchungen iiberlassen bleiben. 

1) Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 112. 


®) Morawitz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 60, 298. 
3) Schauman und Rosenqvist, Zeitschr. f. klin. Med. 35, 1898. 
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Der EiweiBaufbau, insbesondere das Globulin- 
Albuminverhiltnis (Eiwei8quotient) in Immunseris. 


Von 
Stephan Biicher und Mag. Maria Kosian. 


(Aus dem staatlichen serotherapeutischen Institut, Wien.) 


(Eingegangen am 1. Januar 1924.) 


Seit in den grundlegenden Versuchen Hofmeisters und seiner 
Schiller die Trennung verschiedener Eiwei8kérper im Serum durch 
Aussalzen mit Neutralsalzen, vor allem Ammonsulfat, systematisch 
durchgefiihrt worden und £. P. Pick gezeigt hatte, daB im Diphtherie- 
serum die Antikérper ausschlieBlich an die mittleren Aussalzungs- 
fraktionen (Euglobulin und Pseudoglobulin Hofmeisters) gebunden 
sind, ist das quantitative Verhaltnis der Fraktionen zueinander und 
dessen Zusammenhang mit der Immunisierung der Gegenstand zahl- 
reicher Untersuchungen gewesen, ohne da die fir die Serumkonzen- 
trierung bedeutsame Frage abschlieBend geklairt werden konnte. 


Einige Autoren konstatierten zuniachst eine Erhéhung des Gesamt- 
eiweiBgehaltes im Verlaufe der Immunisierung. Szontag und Wellmann geben 
einen Durchschnittswert von 7,820 Proz. im Diphtherieserum gegeniiber 
7,567 Proz. im Normalpferdeserum an, doch nehmen sie keinen Zusammen- 
hang von EiweiBgehalt und Antitoxingehalt an. Zu gleichen Ergebnissen 
kamen ferner Butjagin, Langstein und Mayer, sowie P. Th. Miiller, andere 
dagegen fanden den GesamteiweiSgehalt unverindert (Beljaeff, Moll), 
oder die Verainderung unwesentlich oder inkonstant (Joachim, Ledingham). 

Das Hauptaugenmerk richtete sich aber von vornherein auf das relative 
Verhdltnis der einzelnen EiweiBfraktionen, nachdem die Zugehérigkeit der 
Antikérper zu bestimmten Fraktionen auf Grund der Befunde EZ. P. Picks 
allgemein angenommen wurde. Doch schon EL. P. Pick hatte eine merk- 
wiirdige Differenz beziiglich der Verteilung von Diphtherieantitoxin im 
Pferde- und Ziegenserum gefunden. In ersterem sollten sie ausschlieBlich 
im Pseudoglobulin, in letzterem im Euglobulin enthalten sein. Allerdings 
fanden Porges und Pribram dieses Verhalten inkonstant. AusschlieBlich 
in den Euglobulinen wies HZ. P. Pick auch die Choleralysine bei der Ziege 
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nach, waihrend Pfeiffer und Proskauer sie sowohl in der Globulin- als auch 
in der Albuminfraktion feststellten. Auch die Bakteriotropine (fiir Strepto- 
kokken) fallen nach Rodhain mit den Euglobulinen aus, die Schweinerotlauf- 
antikérper dagegen sollen nach Emmerich und Tsuboi nur in den Albu- 
minen enthalten sein. 

Nachdem dann Atkinson eine direkte Beziehung von Antitoxin- und 
Globulingehalt behauptet hatte, fanden Joachim und spater Ledingham 
bei der Analyse des Serums vom Pferde im Verlauf der Immunisierung 
gegen Diphtherietoxin eine starke Zunahme des Gesamtglobulins auf Kosten 
der Albumine, wobei aber gerade die Euglobuline in erster Linie vermehrt 
waren, die doch Antitoxin nicht enthalten sollen. Da bei einem Pferde, 
dessen Globulingehalt von vornherien hoch war, ein héherer Antitoxingehalt 
nicht zu erzielen war, betrachtet Ledingham doch die Vermehrung der 
Globuline als Voraussetzung der Antitoxinbildung. Von den meisten Unter- 
suchern wurde nur der ,,HiweiSquotient‘‘ (Proteinindex), d. i. das Verhaltnis 
vom Gesamtserumglobulin zum Serumalbumin festgestellt. So fanden eine 
Zunahme desselben Langstein und Mayer bei Immunisierung von Kaninchen 
gegen Schweinerotlauf, Typhus, Pneumo- und Streptokokken, wogegen 
P. Th. Miiller, der mit Staphylo- und Streptokokken sowie mit Typhus 
immunisierte, nur eine relative Vermehrung des Fibrinogens, also der noch 
vor den Euglobulinen aussalzbaren EiweiBfraktion beobachtete. Gldssner 
dagegen, der auch eine Globulinvermehrung im Verlaufe der Immunisierung 
mit Typhus und Coli konstatierte, brachte dieselbe mit Stoffwechsel- 
stérungen in Zusammenhang, da sie bei vorsichtiger _Immunisierung nicht 
aufzutreten braucht. Moll aber, der auch bei Tieren, die nur mit Prazipi- 
tinogen vorbehandelt waren, konstante Globulinvermehrung beobachtete, 
stellte daraufhin eine Beziehung zum Stoffwechsel in Abrede, ebenso 
Robertson, Hansen und Me. Quarrie auf Grund der Ergebnisse refraktro- 
metrischer Untersuchungen. Thompson und Briggs dagegen behaupten 
sogar ein Ansteigen der Albumine im Hungerzustande. rdies stellte 
Robertson, der viele Sera verschiedener Tierarten untersuchte, hohe in- 
dividuelle Schwankungen fest, und eben solche beobachteten de Crinis 
sowie Alder beim Menschen unter normalen und pathologischen Verhalt- 
nissen. Schmidt-Skolfield und Schmidt aber gelangten zur Ablehnung jedes 
Zusammenhanges von Immunkérperbildung und Zunahme der Globuline 
beim Kaninchen. Eine Komplikation erfuhr die Lésung dieser Frage durch 
die schon von Porges und Spiro erkannte Schwierigkeit, die einzelnen 
Fraktionen durch Aussalzen vollig zu isolieren, iiberdies durch die von 
Moll zuerst behauptete Umwandlung insbesondere der Albumine in 
Globuline, die durch Hitzeinaktivierung, Altern und ahnliche Einwirkungen 
herbeigefiihrt werden sollte. Wahrend aber daraufhin Hammarsten die 
Benutzung der Fallbarkeitsgrenzen zur Trennung von EiweiBstoffen schlecht- 
hin ablehnt, wird von anderen Autoren doch die durch fraktionierte Aus- 
salzung erfolgte Isolierung als hinreichend betrachtet (Hardy und Gardener, 
Wiener, Haslam, Thomas und Lock, Hef). Andererseits wurde die Deutung 
der Mollischen Befunde als Umwandlung, die nur Starke stiitzte, auf Grund 
der chemischen Verschiedenheit der ,,kiinstlichen‘‘ Albumine gegeniiber 
natiirlichen abgelehnt (Gibson, Chick und Martin, Bywaters und Tasker). 
Immerhin wurde die Verschiebbarkeit der Aussalzungsgrerzen allseits be- 
statigt, insbesondere unter dem Einflu8 der. Erwarmung, neuerdings von 
Homer, wie dies auch der kolloidchemischen Theorie der Aussalzung ent- 
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auch die Méglichkeit der Umwandlung speziell von Pseudoglobulin in Eu- 
globulin an, Reitstétter aber gelangt sogar neuerdings zu der nicht einmal 
von Moll vertretenen Auffassung, daB die Albumine sich direkt in die Eu- 
globuline umwandeln. 

Begreiflicherweise hat man aber auch andere Methoden und Kriterien 
herangezogen, um die EiweiBfraktionen zu charakterisieren und den quan- 
titativen Aufbau des SerumeiweiBes festzustellen. Es hat sich heraus- 
gestellt, da8 die durch Aussalzung trennbaren EiweiSfraktionen auch durch 
verschiedene chemisch-physikalische Kriterien wohl unterscheidbar sind, 
doch sind die auf solehen fuBenden Methoden fiir die Bestimmung der 
quantitativen Verhiltnisse mit Ausnahme der Refraktrometrie (Robertson) 
kaum verwendbar. Jedenfalls haben alle bisherigen Untersuchungen meist 
wohl infolge des zu geringen Untersuchungsmaterials zu endgiiltigen Ent- 
scheidungen nicht gefiihrt. Wir glauben daher, da8 eine systematische 
Verarbeitung des groBen Materials, das uns bei der technischen Serum- 
gewinnung und durch die hierbei geiibte Konzentrierungsmethode (Elektro- 
osmose) zur Verfiigung stand, immerhin einigen Wert haben kénnte. Trotz 
der kolloidchemischen Natur der Fragen und so erwiinscht uns eine Nach- 
priifung der auffalligen Befunde Reitstétters mit dessen eigenen Methoden 
(Goldzahlbestimmung und _ Sensibilisierungswert fiir Ferrihydroxydsole) 
erschien, muBten wir zunachst von derlei Untersuchungsmethoden absehen, 
um durch Klarstellung der einfachen Mengenverhiltnisse mittels der Ge- 
wichtsanalyse an einem mdglichst groBen und vielseitigen Material zu 
Resultaten zu kommen, die vielleicht eine praktische Nutzanwendung 
finden kénnten. 


Folgende Fragen sollten durch unsere Untersuchungen beantwortet 
werden: 


1. Findet gesetzméBig im Verlaufe der Immunisierung eine Ver- 
anderung der quantitativen Verhaltnisse der durch bestimmte Aus- 
salzungsgrenzen charakterisierten EiweiBfraktionen, insbesondere des 
Globulin-Albuminverhaltnisses im Serum statt? 


2. Steht diese Veriinderung in unmittelbarem ursachlichen Zu- 
sammenhang mit der Antikérperbildung ? 


3. Inwieweit ist die Verinderung abhangig von der untersuchten 
Tierart und der Art der Immunisierung ? 


4. Ist die Zugehérigkeit der Antikérper zu bestimmten Fraktionen 
konstant bzw. verschiebt sich mit den Aussalzungsgrenzen der einzelnen 
Fraktionen, d. h. der scheinbaren Umwandlung von schwerer fallbarem 
EiweiB in leichter fallbares unter dem Einflu8 physikalischer Faktoren 
(Altern) auch die Fallbarkeit der Antikérper ? 


Uber unsere Methodik ist wenig zu sagen. In den systematischen 
Versuchen haben wir Gewicht darauf gelegt, die einzelnen Fraktionen 
hintereinander aus derselben Serumlésung auszufaillen. Wir verdiinnten 
zunichst das Serum zu gleichen Teilen mit Wasser und setzten einen 
Teil gesattigter Ammonsulfatlésung zu. Die bei dieser Drittelsittigung 
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ausfallende Fraktion (Euglobuline) wurde klar abfiltriert. Aus dem 
Filtrat (F.1I) wurde durch Zusatz von weiterer Ammonsulfatlésung 
im Verhialtnis 1:3 Filtrat (Halbsattigung) die zweite EiweiBfraktion 
(Pseudoglobuline) ausgesalzen und wieder klar abfiltriert. Das iibrig- 
bleibende Filtrat (F. II) enthielt dann nur mehr ,,Albumine“. In 
gemessenen Mengen des halbverdiinnten Serums, des Filtrats I und des 
Filtrats IT wurde der EiweiBgehalt nach 24stiindigem Kochen der stark 
verdiinnten, angesdiuerten und mit Salzzusatz versetzten Proben be- 
stimmt. Zur Kontrolle wurden stets zwei Proben ausgefiihrt, in einer 
ganzen Reihe von Fallen aber die ganze Bestimmung wiederholt, wobei 
sich mit ganz wenigen Ausnahmefillen, die wir ausschieden, gute Uber- 
einstimmung ergab. Bei einem groBen Teil der Versuche wurde die 
Trocknung nur im Brutschrank (24 Stunden bei etwa 40°) durch- 
gefiihrt, doch weichen die so gewonnenen Resultate von den unter 
Trocknung im HeiBluftschrank erhaltenen nur unwesentlich ab. Die 
Berechnung der einzelnen Fraktionen erfolgte dann in der Weise, daB 
als Euglobuline in lecm Serum die Differenz des Eiwei8gehaltes 
von 2ccm halbverdiinnten Serums (Gesamteiweibgehalt) weniger dem 
EiweiBgehalt von 3cem F.I, als Pseudoglobuline in 1 cem Serum 
die Differenz des EiweiBgehaltes von 3ccm F.I weniger dem EiweiB- 
gehalt von 4cem F.II, und als Albumin in 1 cem Serum eben der 
EiweiBgehalt von 4ccm F. II galten. 


Indem wir hierbei die von Fuld und Spiro aufgestellten Aussalzungs- 
grenzen annahmen, waren wir uns bewuBt, daB die von uns als Euglobulin 
und Pseudoglobulin bezeichneten Fraktionen nicht véllig mit den Be- 
griffen ,,wasserunlésliches“ und ,,wasserlésliches“ Globulin zusammen- 
fallen (Frewnd und Joachim), obwohl die letzteren der bei uns iiblichen 
Konzentrierungsmethode (Elektroosmose) zugrunde liegen. Aber es 
schien uns nicht nur technisch einfacher, sondern auch richtiger, die 
Fraktionierung nach einem einheitlichen Prinzip, eben dem der stufen- 
weisen Aussalzung, durchzufiihren. Auch galten unsere Feststellungen 
hauptsachlich dem Verhaltnis Gesamtglobulin zu Albumin, dem so- 
genannten Eiweifquotienten. AusschlieBlich dessen Werte konnten wir 
auch aus jenem Teile unseres Materials gewinnen, das unseren fort- 
laufenden Bestimmungen bei der technischen Serumkonzentrierung 
entstammt, da hier nur GesamteiweiBe und Albumine bzw. aus der 
Differenz der beiden ersteren GréBen die Gesamtglobuline bestimmt 
wurden. 


; 4 


Da eine vergleichende Bestimmung der unter Wiederholung des ganzen 
Versuches gewonnenen Werte bei sechs gleich alten Seris von normalen 
Pferden gezeigt hatte, daB fiir das einzelne Serum Schwankungen bis zu 
10 Proz. der gefundenen GréS8en innerhalb der unvermeidbaren Fehler- 
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grenzen liegen, wahrend die Durchschnittswerte der sechs Proben beider 
Reihen nur mehr um 3 Proz. differierten, war es klar, daB entscheidende 
Resultate nicht allein auf der fortlaufenden Bestimmung verschiedener 
Aderlasse eines Tieres, sondern besser auf den Durchschnittswerten még- 
lichst groBer Reihen analoger Sera basiert werden kénnten. Demgema8 
wurde zunachst eine Anzahl normaler Pferdesera untersucht, und gibt 
Tabelle I eine Zusammenfassung der erhaltenen Werte. 


Tabelle I. 





|| Alle 27 Normal-Pferdesera | davon 17 wfrische* Sera und 10 ,alte* Sera 
[a — 





i ; ' 
|| Durchs | Maxi Minis | Durchs | Maxis | Minis | Durch: | Maxis | Mini- 


|| schnitt | mum mum | schnitt | mum mum = schnitt| mum | mum 


civeiB tro | 0,0714) 0,0865. 0,057 | 0,068 0,0853| 0,057 | 0,077. 0,0865. 0,0661 
ccm Serum | | 
‘palin wre, | 0,0256| 0,037 0,015 | 0,0221 0,0318, 0,015 | 0,0315, 0,037 0,0188 


ccm Serum 
| 


Albumin pro 9.9338 0.0416 0,0234  0,0357 0,0416, 0,0235  0,0306. 0,0403, 0,0234 


ecm Serum |) 


pret pei (35,9 a 263 325 440 (263 410 47,6 (30,0 


Proz.Albul47.3 159.3 30,2 62,5 69,3 (37,6 |39,6 (48,7 (30,2 


min 


EiweiB> 111 | 231 | 069 | 09 | 182 | 0,69 | 1,52 | 231 | 1,05 


quotient 


Zuniachst fallen die enormen Differenzen zwischen Maximal- und 
Minimalwerten, die jeweils vorkamen, auf. Sie iibersteigen bei weitem die 
durchschnittlichen Unterschiede der Durchschnittswerte verschiedener 
Kategorien von Serum, die wir weiterhin noch kennen lernen werden. 
Andererseits aber gehen sie jedenfalls um ein Vielfaches iiber die 
unserem Verfahren anhaftende Fehlergrenze hinaus, sind also zweifellos 
wirkliche Unterschiede der betreffenden Sera. Dies wird iibrigens durch 
Ubereinstimmung wiederholter Bestimmungen der gleichen Sera be- 
wiesen. Es ergaben sich ferner als Grundlagen unserer weiteren Unter- 
suchungen ein Durchschnittswert an GesamteiweiB von 7,14 Proz. und 
ein EiweiBquotient von 1,1, bzw. wenn man aus den noch zu _ be- 
sprechenden Griinden nur die frischen Sera heranzieht, 6,8 Proz. EiweiB- 
gehalt und 0,9 EiweiBquotient. Zwischen ,,frischen‘‘, d.h. weniger als 
6 Monate aufbewahrten und ,,alten‘‘, d.h. mehr als 3 Jahre gelagerten 
Seris zeigt sich namlich der von Moll schon beschriebene charak- 
teristische Unterschied im Aufbau. Die als Albumine bezeichneten, bei 
Halbsattigung nicht fallbaren Eiwei®k6rper nehmen mit zunehmendem 
Alter der Sera merklich ab, der EiweiSquotient steigt von 0,9 auf 1,52, 
entsprechend der Steigerung beider leichter fallbaren Fraktionen. Wiahrend 
die Euglobuline hierbei von 15 auf 19,4 Proz. steigen, nehmen auch die 
Pseudoglobuline von 32,5 auf 41 Proz. zu. Es kénnen daher nicht gut 
gerade erstere die Umwandlungsprodukte der Albumine sein, wie Reit- 
stotter angibt. 

Stellen wir diesen Zahlen die in analoger Weise bei einer groBen Anzahl! 
von Diphtheriepferdeseren bestimmten Werte gegeniiber, die Tabelle II 
wiedergibt, so kénnen wir folgendes konstatieren. 
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Tabelle II. 





‘Ane 77 Diphtheriepferdesera davon 63 , frische" Sera ; und 14 ,alte* Sera 
Durch- | Maxi- Minis Durchs Maxis Minis Durchs | Maxis Mini- 
schnitt mun mum s.hnitt mum mum schnitt mum mum 
Gesamt- Sol . 
eiwei8 pro | 0,0901) 0,1166 0,0709 0,0899 0,1166 0,0709) 0,0908 0,1079 0,791 
cem Serum 


reelin we  0,0475| 0,0716, 0,0294 0,0456 0,0628 0.0294) 0,0561, 0,0716 0,0408 
cem Serum 


Albumin pro’ ¢ 9250, 0,0360 0,0267 0,0261 0,0338 0,0167 0,0200 0,0360, 0,0067 


com Serum | 


ory 52,7 (76,8 35,8 50,7 634 358 (618 768 465 


Pros. Albwiey7 i410 | 82 [290 (401 (201 (220 (410 | 93 


min 
CvGee || 261 [112 | 144 245 | 3,97 | 149 | 354 (11,2 | 1,44 

Trotz der auch hier tiberaus groBen individuellen Schwankungen und 
des auch hier hervortretenden Unterschiedes zwischen ,,frischen‘‘ und 
, alten“ Seris sind charakteristische Abweichungen von den Normalwerten 
unverkennbar. Die Durchschnittszahlen fiir GesamteiweiB wie fiir Pseudo- 
globulin sind deutlich héher als bei den Normalseris, die fiir Albumin da- 
gegen niedriger. Natiirlich sind auch die Prozentanteile des Pseudoglobulins 
wesentlich gréBer, die des Albumins kleiner als in Tabelle I, und dement- 
sprechend ist endlich der Eiwei8quotient etwa zweieinhalbmal so groB als 
bei den normalen Seris. Es findet also zweijellos im Verlauf mindestens der 
antitoxischen Diphtherieimmunisierung eine gesetzmadBige Verschiebung im 
EiweiBaufbau der Pferdesera statt, wobei es zu einer vermehrten Bildung 
leichter fallbarer EiweiBanteile (Globuline) wahrscheinlich unter teilweiser 
Umwandlung der schwerer fallbaren (Albumine) in soleche kommt, Es ist 
aber keineswegs richtig, wie Joachim sowie Ledingham angeben, daB die 
Verschiebung hauptsichlich zugunsten der ,,unwirksamen‘ Euglobuline 
stattfindet. Diese steigen vielmehr nur recht unwesentlich, naimlich von 
16,8 Proz. bzw. 15 Proz. (bei frischen allein) auf 19,6 Proz. bzw. 20,3 Proz., 
in vielen Einzelfallen aber gar nicht. Der Hauptanteil der Globulinzunahme 
dagegen entfallt auf die Pseudoglobuline, die im Diphtherieserum durch- 
schnittlich allein mehr als die Halfte des Eiwei8gehaltes ausmachen. 

Die GesetzmaBigkeit dieser Veranderungen wird noch augenfialliger, 
wenn man Werte derselben Sera vor und im Verlauf der Immunisierung 
einander gegeniiberstellt (Tab. ITI). 

Die Zunahme des GesamteiweiSgehaltes, die absolute und relative 
Vermehrung der Globuline, die entsprechende Verminderung der Albumine, 
die mehrfache Steigerung des EiweiBquotienten fehlen in keinem einzigen 
Falle, nur das Ausma8 dieser Abweichungen zeigt starke individuelle Unter- 
schiede. Das Verhalten der Euglobulinfraktion ist ganz unregelmaBig. Es 
muB8 aber festgehalten werden, da8 alle gefundenen Werte an sich keines- 
wegs charakteristisch fiir antitoxisches Diphtheriepferdeserum sind, da 
auch bei Normalseris Maximal- bzw. Minimalwerte vorkommen, die den 
bei Diphtherieseris meist gefundenen gleichkommen. Schon dies scheint 
uns sehr dagegen zu sprechen, in jenen Veranderungen, obwohl sie sich 
regelmaBig im Verlauf der Immunisierung einstellen, etwa einen Ausdruck 
oder gar die Voraussetzung der Antikérperbildung sehen zu wollen, wie 
Ledingham meinte. 
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Fiir diesen Zusammenhang miiBte sich aber, wenn er bestiinde, un- 
schwer ein direkter Nachweis durch Vergleich der bei Diphtherieseris von 
verschiedenem Antitoxingehalt eintretenden Verschiebungen im Eiwei8aufbau 
erbringen lassen. Betrachtet man daraufhin die Resultate der Tabelle III, 
so kénnte zunichst der Eindruck entstehen, daB8 hochwertige Sera sich 
tatsichlich durch hGéhere EiweiBquotienten auszeichnen. Es mu8 aber 
gleich hervorgehoben werden, daB die beiden hochwertigen Pferde dieser 
Serie (Despot und Dollar) auch schon vor der Immunisierung héhere 
EiweiBquotienten aufwiesen, als die meisten tibrigen Pferde. Das relative 
Verhiltnis der EiweiSquotienten vor und nach der Immunisierung, also 
der unmittelbare Ausdruck der Verschiebung der Fraktionen, ist bei allen 
Pferden annahernd gleich. Demgema8 zeigen auch zwei zunichst noch 
minderwertige Pferde, die auch normal héhere EiweiSquotienten hatten 
(Corvette und Dame), nach der Immunisierung ebenso hohe Zahlen wie die 
beiden hochwertigen. 

Um aber zu einem besser begriindeten Urteil in dieser entscheidenden 
Frage zu gelangen, blieb noch der Weg der Durchschnittszahl groBer gleich- 
artiger Reihen. In Tabelle IV sind daher die entsprechenden Zahlen der 
in drei Gruppen je nach ihrer Wertigkeit eingereihten Diphtheriesera zu- 
sammengestellt, wobei aber nur ,,frische‘‘ Sera einbezogen wurden. 






































Tabelle IV. 
| Hochwert. Sera. (>400fach) | Mittelwert Sera (> 250fach) || minderwert. Sera (< 250fach) 
4 Anzabl de der Sera: 16 | 2 23 
Durch: | Maxis | Minis || Durchs | Maxi- | Mini || Durch» | Maxi- | Minie 
schnitt | mum § mum {| Schmitt mum mum | Schnitt | mum mum 
~ —< L — — 








= ; ——— 
1] 
1} 


Gesamt+ | 0.0883 cm 0,0717 0,0938 0,1166 0.0780 0,0889 “a0 0,0709 


eiweif 


ieee | | 0,0430 0 oso 0 0204 0,0480| 0,0628) 0, 0990 0,0450 0, 0566, 0,0346 
cem Serum } 


Albumin pro! 9 9967 0,0883 0,0167) 0,0252, 0,0338 omen 0,0264 0,0820 0,0200 


ccm Serum || 


Proz. Pseus 
doglobulin 48,7 63,4 (35, 8 1 6 60, 2 /|424 (50,6 62,3 39,1 


| 
Pro 
Pt Sarl lo, 2 40,0 23, 1 (26, 9 (|35,2 20,1 (29,7 40,1 (20,1 


ponent | 231 (393/15 | 272 397 1,84 (237 3,97 | 1,49 


quotient 


Die entsprechenden Werte der drei Gruppen stimmen in Anbetracht 
der groBen individuellen Unterschiede doch auffallend gut iiberein. Es 
ergibt sich keinerlei gesetzmaBiges Verhalten entsprechend der Wertigkeit, 
die am meisten von den Normalwerten abweichenden Zahlen finden sich 
(wohl zufallig) in der Gruppe der mittelwertigen Sera. Die auch von uns 
nachgewiesenen Verdnderungen im EiweiBaufbau antitoxischer Diphtherie- 
sera kénnen also keinesfalls der Ausdruck oder die Vorbedingung der Anti- 
toxinbildung sein. 

Immerhin bliebe zu untersuchen, ob die oben erwahnten hohen EiweiB- 
quotienten bei Pferden, die spaiter hochwertig wurden, nur Zufallsbefunde 
waren, oder ob etwa ein Zusammenhang zwischen EiweiBaufbau und Anti- 
toxinbildung in der Richtung besteht, daB hohe EiweiSquotienten bei 
normalen Pferden irgendwie eine Disposition zu guter Antitoxinbildung 
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kennzeichnen. Unser in dieser Richtung freilich unzureichendes Materia] 
spricht einigermaBen fiir diese Annahme, die allerdings gerade im Gegen- 
satz zu der Auffassung Ledinghams steht. Von 26 daraufhin beobachteten 
Pferden wiesen namlich 12, die tiberdurchschnittlichen Eiwei8quotienten 
vor der Immunisierung hatten, einen durchschnittlichen Antitoxinwert 
von 380 Antitoxineinheiten auf, waihrend die 14 unterdurchschnittlichen 
nur 260 Antitoxineinheiten erreichten. Auch wurden alle Pferde mit 
auffallend hohen Quotienten vor der Immunisierung mehr oder weniger 
hochwertig. 

Nun tritt aber, wie schon oben festgestellt, jene Verschiebung der 
Fallbarkeit im Verlauf der antitoxischen Diphtherieimmunisierung regel- 
maBig ein. Es lag daher nahe, sie wenigstens als eine Reaktion auf die Toxin- 
behandlung aufzufassen. Dann miiBte aber das Ausma8 der Verschiebung 
irgendwie von Dauer oder Intensitét der Behandlung mit Toxin abhangig 
sein. In Tabelle V sind daher Gruppen zusammengefaBt, die durch die vor- 
ausgegangene Dauer der Immunisierung, gekennzeichnet durch die Zahl 
der erfolgten Aderlasse, abgegrenzt sind, wobei nur die Durchschnittzahlen 
und nur ,,frische’‘ Sera in Betracht gezogen sind. 


Tabelle V. 





Ansabi | Gesnmt> | Poendes | Albumin | Pseudo- 





dor | re | Seen | Peo cam | gobuie | Aen | Seem 
= Ch sencenttt Biencinars we _{ Pros._| Pros. | _ 
Bic 22 | 00881  0,0466 | 0.0274 | 52,9 | 31,1 2,22 
$) | 33 | e087 | 0.0414 | 00277 | 474 | 317 © 2,15 
3. | 6 | «0.0871 | 0.0435 0.0284 | 50,0 326 207 
Spitere Diph- | 
thericaderldsso | 20 0.0061 0,0482 0.0251 | 50,7 264 2.8 
Alle 61 ; ay | 
Diphtheriesera | 6 | 0,0903 | 0,0457 0,0268 | 50,6 29,7 | 2.37 


Das Ergebnis scheint allerdings im Sinne eines Einflusses der Dauer 
der Vorbehandlung auf das Ausma8 der Veranderungen im EiweiBaufbau 
zu sprechen. Die entscheidende Verschiebung erfolgt aber schon vor dem 
ersten Diphtherieaderla8 (nach etwa 3 Monaten Immunisierung), denn 
zwischen diesem und den in den nachsten drei Monaten folgenden zweiten 
und dritten Aderlissen ist tiberhaupt kein Unterschied erkennbar. Die Gruppe 
der spateren Aderlisse aber, in welche vorwiegend Pferde mit mehrjahriger 
Immunisierung fallen, zeigt immerhin ganz deutlich ein weiteres Fort- 
schreiten jenes Umwandlungsprozesses: Wir konstatieren weiter erhdhtep 
GesamteiweiBgehalt, weiteres Sinken der absoluten und relativen Menge 
der Albumine und demgemai8 als sinnfalligsten Ausdruck starkes Ansteigen 
des EiweiBquotienten. Hierbei erfahren aber nicht mehr die Pseudoglobuline 
eine prozentuale Steigerung wie in der Anfangsimmunisierung, sondern 
die Verschiebung erfolgt nunmehr tatsichlich vor allem zugunsten der 
Euglobuline, die bei spateren Aderlissen 22,9 Proz. gegen 16 Proz. beim 
ersten DiphtherieaderlaB und 15 Proz. bei Normalseris ausmachen. Es 
scheint uns beachtenswert, da8 dieser spiteren Anderung im EiweiBaufbau 
kein weiteres Ansteigen der Antitoxine entspricht, da mindestens bei unserer 
Technik der Immunisierung der Héhepunkt des Titers meist im ersten 
Halbjahr, immer aber im ersten Jahre der Behandlung liegt, worauf regel- 
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maBig ein Abfall der Antitoxinkurve eintritt. Das gleichzeitige Ansteigen 
der Antitoxine und der mit ihnen eng verbundenen Pseudoglobuline im 
Beginn der Immunisierung im Gegensatz zu der spiateren Zunahme der 
unwirksamen Euglobuline bei gleichbleibenden oder abnehmenden Anti- 
toxinen ist immerhin auffallig. Doch scheint uns eine grundsitzliche Unter- 
scheidung zweier Wandlungsprozesse im EiweiBaufbau nicht ohne weiteres 
zulassig, da es sich viel eher nur um zwei Stufen eines einheitlichen Vor- 
ganges, der Umwandlung aller Eiwei8kérper im Sinne leichterer Fallbar- 
keit handeln diirfte. 

Es war andererseits die Abhangigkeit jener EiweiSveriinderungen von 
der Intensitdt der antitoxischen Diphtherieimmunisierungen zu priifen, wofiir 
auch der mehrfach behauptete Einflu8 des Fiebers auf den Eiwei8- 
aufbau sprache (Doerr und Berger, Reitstétter). Eine Reihe von Einzel- 
beobachtungen im Verlaufe unserer Untersuchungen machen einen solchen 
Einflu8 starkerer Fieberreaktionen in der Richtung einer starken Ver- 
minderung der Albumine wahrscheinlich. Es entsprachen auffallend niedrige 
Albuminwerte bei mehrfach gepriiften Pferden stets Perioden, in denen 
starke Reaktionen vorgekommen waren, doch haben wir niemals (auch 
bei anderer Immunisierung) Sera beobachtet, die von Albuminen véllig 
frei waren, wie Reitstdétter berichtet. Als Ma8 der Intensitat der Immuni- 
sierung versuchten wir die durchschnittlich auf eine Woche der voran- 
gehenden AderlaBperiode entfallende Toxinmenge einzusetzen, wobei wir 
vor dem ersten AderlaB die ganze Zeit von Beginn der Immunisierung an, 
in den spateren Perioden die Zeit vom letzten AderlaB an rechnen. In der 
folgenden Tabelle VI sind die Durchschnittswerte nach diesem Gesichts- 
punkte abgegrenzter Gruppen der frischen Diphtheriesera zusammen- 
gestellt. 





Tabelle VI. 
Gesamts | Pseudos : 
Pro Woche Ansahi ciwei8 globulin Albumin Pseudos | aibumin | Eiweif- 
— er pro cem | pro ccm pro ccm globulin quotient 
Toxinmenge Sera : | *e Serum 
. Serum | Serum Proz. Proz. 
Bis 200cem. . |, 19 | 0,0895 0,0452 0,0253 50,6 28,6 2.5 


>200,<280cem| 25  0,0914 0.0456 00272 499 299 234 
>280cem .. || 14 | 0,0880 0.0432 00274 491 306 | 2.27 


Das Ergebnis ist ein durchaus negatives, die Ubereinstimmung der 
drei Gruppen, die wir gebildet, so vollkommen als nur méglich, und keines- 
falls zeigt sich bei den mit héheren Toxindosen behandelten Pferden ein 
starkeres Abweichen von den Durchschnittswerten. Die Veranderungen 
im EiweiSaufbau scheinen also mindestens nicht direkt von den einver- 
leibten Toxinmengen abhangig zu sein. Vielleicht tritt allerdings die Ab- 
hingigkeit der EiweiBveranderungen von den Injektionsmengen nur in- 
folge der iiblichen Immunisierungstechnik nicht zutage, da diese die 
Dosierung nach den Reaktionen reguliert, so da8 héhere Durchschnitts- 
dosen bei unseren Pferden nicht eigentlich intensivere Behandlung, sondern 
nur die der gréBeren Gifttoleranz der betreffenden Pferde entsprechende 
anzeigen. 

Beziiglich des Fiebers aber sei erwaihnt, daB von den zehn Pferden, die 
beim ersten Diphtherieaderla8 noch Albuminwerte tiber 30 Proz., also 
niedere Eiwei8quotienten zeigten, sechs niemals Temperaturen iiber 39°, 
nur zwei solche iiber 39,5° durchgemacht hatten, dagegen von elf Pferden 
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mit hohen EiweiBquotienten, bei welchem also die Verschiebung schon 
deutlicher ausgesprochen war, jedes Tier mindestens die Temperatur von 
39°, sechs Tiere aber Temperaturen iiber 39,5°, und zwar meist wiederholt 
erreicht hatten. Doch mu8 beachtet werden, daB jene EiweiBverainderungen 
im Verlauf der Immunisierung ausnahmslos, also auch bei solehen Pferden 
auftreten, die niemals nachweisbare Fieberreaktionen durchgemacht haben. 
(Centaur in Tabelle III zeigte eine Maximaltemperatur von 38,5°.) Es 
geht daher nicht an, jene Veranderung ausschlieBlich als Fieberfolge auf- 
zufassen. Das Fieber diirfte vielmehr nur die Rolle eines begiinstigenden 
Faktors haben, daneben miissen aber noch andere im Verlauf der Immuni- 
sierung regelmaBig vorkommende Reaktionen ursichliche Bedeutung 
haben. 


Il. 


Hatten wir gewisse Veriinderungen im Aufbau des SerumeiweiBes, die 
wir vielleicht einheitlich als erhéhte Aussalzungsfaihigkeit, also Labilitat 
kennzeichnen diirfen, als gesetzméBige Reaktion bei der antitoxischen 
Diphtherieimmunisierung nachgewiesen, so lag es nahe, auf analoge Er- 
scheinungen im Verlaufe anderer Immunisierungen, sowie bei anderen Tier- 
arten zu priifen. Allerdings stand uns in dieser Richtung nur ein recht 
beschrianktes Material zur Verfiigung, da von jeder einzelnen Kategorie 
nur wenige Tiere fiir die Untersuchung in Betracht kamen. Es lieB sich 
auch nicht vermeiden, zum groBen Teil ,,alte‘‘ Sera heranzuziehen, da 
,frische“ der betreffenden Art tiberhaupt nicht vorhanden waren. Eine 
besondere Schwierigkeit aber entstand durch den bei uns tiblichen Wechsel 
der Immunisierung, da die meisten andersartigen Immunpferde vorher 
langere Zeit zur Diphtherieimmunisierung verwendet worden waren. Aller- 
dings erscheinen unsere Feststellungen gerade unter diesem Gesichtspunkte 
noch auffallender. In der folgenden Tabelle VII sind zunichst die bei den 
einzelnen Immunisierungsarten gefundenen Durchschnittswerte ohne Riick- 
sicht auf das Alter der Sera den bei Normalpferden einerseits, bei Diphtherie- 
pferden andererseits erhaltenen gegeniibergestellt. 


Tabelle VII. 





| | aaa | 
Cholera | ‘kokken | a Gasbrand | Tetanus |Diphtherie 


Serumart ...-. Normal | Somes | eo jen) (antitox.) | (antitox.) | (antitox.) 








Anzahl der Sera : [27a7+1H* 50+ 4)| 10 +0) 46+6/22+0| |93+6) 77 (63+14) 





Gesamteiweis | 9.9714 0,0786| 0,0640| 0,0825 | 0,0730, 0.0786, 0,0901 


pro ccm Serum | 


Pseudoglobulin’ 9.0256 | 0,0330| 0,0280 0,0399| 0,0285  0,0362 0,0475 


pro ccm Serum 


Albumin procem | 9.0838 | 0.0208 0,0210 0,0301| 0,0300, 0,0310 0,0250 


| 


be” || 35,9 420 | 41,0 (484 [39,7 41,7 | 52,7 
Proz. Albumin 47,3 37,9 (328 | 365 41,1 (39,6 27,7 
EiweiSquotient Lli | 164 | 21) 1,74 143 | 1,52 | 261 

*) Die Zahlen in Klammern geben an, wieviel ,frische“ bzw. ,alte“ 

Sera unter den untersuchten waren. 











Trotz der groBen Schwankungen waren bei den normalen, wie bei den 
. Diphtherieseren schon die Durchschnitte relativ kleiner Serumgruppen 
recht konstant und charakteristisch, es mii®te daher auch in den hier be- 
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rechneten Durchschnittszahlen, die immerhin Gruppen von 9 und 14 Seren 
umfassen, die eventuellen charakteristischen Merkmale der betreffenden 
Gattung sich schon deutlich geltend machen. Auch sind die Resultate 
so augenfallige, da8 man ihnen trotz des geringen Materials einige Beweis- 
kraft wird zusprechen miissen. Alle untersuchten Serumarten geben nimlich 
Durchschnittswerte, die zwar teilweise deutlich von den Normalzahlen, 
und zwar im gleichen Sinne wie bei Diphtherieseris abweichen, aber bei 
keiner, und zwar auch nicht im einzelnen, im entferntesten das bei diesen 
konstatierte Ausma8 erreichen. Man kénnte daher annehmen, da8 bei 
anderen Immunisierungen gleichsinnige, wenn auch geringfiigigere Ver- 
anderungen wie bei der antitoxischen Diphtherieimmunitaét stattfinden, 
doch scheinen uns dagegen die Resultate jener kleinen Serumgruppen zu 
sprechen, deren Glieder vorher nicht mit Diphtherietoxin behandelt worden 
waren. Da es sich hierbei ausschlieBlich um ,,alte‘‘ Sera handelt, bei denen 
an sich eine gewisse Verschiebung vorauszusetzen war, miissen ihnen zum 
Vergleich auch nur die Werte der ,,alten‘‘ Sera von normalen und Diphtherie- 
pferden gegeniibergestellt werden. 

Bei diesem Vergleiche (Tabelle VIII) zeigen sich so geringe Unter- 
schiede der anderen Immunsera gegeniiber den normalen Seren, daB sie 
wohl in den Rahmen der zufialligen Differenzen fallen. Hoéchstens die 
Dysenteriesera zeigen eine etwas deutlicher ausgepragte Abweichung im 
Sinne der Diphtherie, also vermehrten EiweiSgehalt, vermehrte Pseudo- 
globuline, etwas erhéhten Eiwei8quotienten. Im ganzen aber sind diese 
iiberdies zumeist hochwertigen Immunsera im EiweiBaufbau von Normal- 
seren gleichen Alters nicht verschieden. Es kann also auch bei diesen Immuni- 
sierungen eine EiweiSveranderung absolut nicht die Voraussetzung des 
Gehaltes an Immunkérpern sein. DaS demgegeniiber manche der unter- 
suchten Immunsera starkere Veriinderungen aufweisen, kann nicht wunder- 
nehmen, da es sich hierbei, wie erwahnt, um Sera ehemaliger Diphtherie- 
pferde handelt; es ist vielmehr erstaunlich, wie rasch und vollkommen 
in mehreren Fallen die vorher zweifellos bestandenen starken Veranderungen 
schon wieder ausgeglichen waren. Um so auffallender sind danach die An- 
gaben Reitstdtters, der auBer Schweinerotlauf und Gefliigelcholeraseren, 
iiber die wir mangels Materials nichts aussagen kénnen, auch Tetanus- und 
Dysenteriesera gefunden haben will, die tiberhaupt keine Albumine ent- 
hielten. Es ist nicht ersichtlich, wie oft Reitstétter solche ungewéhnlichen 
Befunde erhob, keinesfalls haben sie, wie unsere Ergebnisse beweisen, irgend 
etwas mit der betreffenden Immunisierungsart zu tun, und miissen wir auch 
die von Reitstétter gegebene Erklarung als Fieberwirkung auf Grund der 
oben angefiihrten Resultate bei stark fiebernden Diphtheriepferden minde- 
stens fiir unzureichend halten. 


Tabelle VIII. 








| Gesamts | Pseudor | an | pe 
Anzahl | eiweiS | globulin Albumin | Pseudo aimumin | Eiweifie 


Serumart | der * pi pro ccm  glopulin ties 
= i _H xe I "Serum "Serum | ae Proz. Proz. _ fie 
Normal. ...| 10 0.0770 0,0315 0.0306 41,0 39,6 
Cholera . H 4 0,0790 0.0342 0.0292 43,5 36,7 


$0 pm pat pt pe 
ESSUR 


Dysenterie ..| 6 | 0.0869 0,0427/ 00311 491 | 358 
Tetanus .../| 6 | 00804 0.0386 | 0.0303 483 37,6 
Diphtherie . | 14 | 0,0908 0,0561 00200 618 220 | 


22° 





pr renters 
one inten or onpa = 


aa 2 

















336 St. Bacher u. M. M. Kosian: 


Die bisherigen Untersuchungen betrafen nur Pferdesera. Es schien 
uns aber zur weiteren Klarung der Frage iiber die Bedeutung der im Verlauf 
der antitoxischen Diphtherieimmunisierung auftretenden EiweiBveranderung 
noch von Interesse, die analogen Verhiltnisse bei anderen Tierarten zu 
verfolgen. Zunichst sollten die Normalwerte bei den fiir Immunisierungs- 
zwecke am haufigsten verwendeten Arten bestimmt werden, wobei wir 
natiirlich auch auf ein wesentlich kleineres Material beschrankt waren als 
bei den Pferden. Da aber bei den hier untersuchten Arten merkwiirdiger- 
weise nicht so starke Differenzen zwischen den einzelnen Individuen zu 
beobachten waren, diirften doch schon die Durchschnitte kleinerer Gruppen 
annihernd richtige Werte ergeben haben, zumal durchaus nur ,,frische‘ 
Sera gepriift wurden. 




















Tabelle 1X. 
! Gesamt: | Pseudos a eee 
Tiengsttung | “der | tivei8, | globulin | Provcem | globulin | Albumin | Biv 
RBs Brcecnle SE ee 

Pferd..... 17 | 0,0680 | 0,0221 | 0.0357 | 325 525 | 09 
SPR 2 | 0,0695 | 0,0187 | 0.0348 | 272 50,7 | 0,97 
gee 3 | 0,0533 | 0,0103 | 0,0297 19,4 55,8 0,79 
ee 6 | 0,0703 | 00138 0,0377 19,8 53,7 | 0,86 
Schwein ...| 3 | 0,0630  0,0187 | 00203 295 38,0 | 1,63 
Kaninchen 4 | 0,0605 | 0,0097 | 0,0447 | 16,1 74,0 0,35 
Meerschweinchen 6 0,0480 | 0,0192 | 0.0245 | 40,1 51,0 0,96 





Bei einem Vergleich der verschiedenen Tierarten (Tabelle IX) fallt 
am meisten das stark abweichende Verhalten vom Schwein einerseits, 
Kaninchen andererseits auf, das sich am sinnfalligsten in den Ziffern der 
EiweiBquotienten spiegelt. Darnach ist das Schweineserum das an leicht 
aussalzbaren EiweiSkérpern weitaus reichste, das Kaninchenserum das an 
solchen weitaus armste. Wenn die Fahigkeit der Antitoxinbildung von 
der mehr oder weniger labilen Konstitution des SerumeiweiBes irgendwie 
abhingt, wire somit ein gegensitzliches Verhalten beider Gattungen bei 
der Antitoxinbildung zu erwarten. Unseres Wissens wurde bisher ein 
soleches nicht konstatiert, wahrend andererseits die schlecht Antitoxin 
bildenden Meerschweinchen in ihrem Eiwei8aufbau keine besonders aus- 
geprigte Eigenheit zeigen. Auch das Rind, das nach unseren eigenen Er- 
fahrungen ein viel schlechterer Antitoxinbildner ist als das Pferd, besitzt 
trotzdem eine sehr weitgehende Ahnlichkeit der Eiwei8konstitution. Her- 
vorgehoben sei noch die Ubereinstimmung der Werte von Schaf und Ziege, 
deren charakteristisches Merkmal das Uberwiegen der Euglobuline tiber 
die Pseudoglobuline zu sein scheint, womit vielleicht die eingangs zitierten 
Angaben E. P. Picks iiber die verschiedene Verteilung der Antitoxine auf 
die Globulinfraktionen bei Pferd und Ziege eine einfache Erklarung finden. 

Wir hatten auch Gelegenheit, das Verhalten von Rindern bei der 
Diphtherieimmunisierung direkt zu verfolgen. In der folgenden Tabelle 
(Tabelle X) geben wir die Resultate der einzelnen untersuchten Sera nebst 
den Durchschnittszahlen wieder. 

Es ergibt sich die iiberraschende Feststellung, daB® eine deutliche Ver- 
schiebung im Sinne leichterer Aussalzbarkeit unter Vermehrung des Ge- 
samteiweiBes, wie wir sie gesetzmaBig im Verlauf der antitoxischen Di- 
phtherieimmunisierung beim Pferde beobachten konnten, hier durchaus fehlt. 
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Tabelle X. 











= —————— ———e ee = a — 


Gesamt- | Pseudo- 


eiwei | globulin | Albumin | Pseudos | anumin| EiweiB 


Bezeichnung pro ccm globulin tient Anmerkung 
a a ed 
Ochse I, H j 
an 05 Sta 0,084 | 0,023 rit 274 | 476 1 — 
4 ead tecn) | 05080 | 0,030 0,037 | 37,5 | 463 1,16 ~ 
Rome Th vom | 0,071 | 493 1,03 1. AderlaB 


7. XI 21 (60 fach) 0,021 0,035 | 29,6 


| 
om 0,070 | 0,010 | 0,032 14,3 


| 

ub IV, v | | 1. AderlaB, 
19. VII. 22 (< 40 fach) | 
| 


45,7 1,19 — hochtrachtiy 
Ochse Ill, vom 9.076 | 0,007 | 0,038 | 9,0 


16. VIII. 22 (<40 fach) | 50,0 1,0 1. AderlaB 
Durchschnitt 0,076 | 0,018 | 0,036 23,7 | 47,4 111 _ 


Abgesehen von den groBen individuellen Unterschieden im relativen Ver- 
haltnis der beiden Globulinanteile weichen die Zahlen von den entsprechen- 
den Normalwerten nicht erheblich ab. Da aber durch unsere Feststellungen 
beim Pferde (Tabelle IV) feststeht, daB die Héhe des Antitoxintiters keinerlei 
Beziehung zu der eventuellen EiweiSumwandlung hat, wird man auch 
das hier beobachtete gleichzeitige Ausbleiben letzterer und guter Anti- 
toxinbildung nicht in ursichlichen Zusammenhang bringen kénnen. Das 
Fehlen der gleichsinnigen Eiwei8veranderungen wird vielmehr im Hinblick 
auf die bei Rindern von uns beobachtete viel geringere Toxinempfindlich- 
keit — vierfach gréBere Dosen als bei Pferden werden reaktionslos ver- 
tragen — eher mit dem Fehlen solcher Reaktionen in Zusammenhang zu 
bringen sein. Antitoxinbildung war tibrigens, wenn auch in geringerer 
Starke, erfolgt, die EiweiBumwandlung aber ganz ausgeblieben. 


Il. 


Es wurde bereits mehrfach hervorgehoben, daB es sich bei den im 
EiweiBaufbau eines Serums unter verschiedenen Einfliissen eintretenden 
Veranderungen nicht um eine echte Umwandlung der einzelnen Eiwei8- 
arten handeln diirfte, wie Moll seinerzeit annahm und neuerdings Reit- 
stétter anscheinend voraussetzt, sondern einfach um eine Verschiebung der 
Aussalzbarkeitszonen im Sinne leichterer Fallbarkeit, wie sie bei Kolloiden 
entsprechend der Theorie von Michaelis und Rona auftritt. Es diirften 
daher schon die durch fraktionierte Aussalzung aus normalen frischen 
Seris gewonnenen Fraktionen, die wir bisher als Albumine, Pseudoglobuline 
und Euglobuline bezeichneten, nicht ganz iibereinstimmen mit den unter 
geainderten Bedingungen bei denselben Salzgehalten ausfallenden Frak- 
tionen. Darin wird wohl auch der Grund der widersprechenden Angaben 
tiber die Zugehérigkeit der Antikérper zu bestimmten Fraktionen des 
EiweiBes zu suchen sein. Bei dem engen Zusammenhang der Antikérper 
mit dem zugehérigen Serumeiwei8 war aber von vornherein zu erwarten, 
daB erstere die Verschiebungen der Aussalzbarkeit, die das zugehérige Eiwei8 
eventuell erfaihrt, vollkommen mitmachen werden und demnach unter 
geainderten Bedingungen (Erwiirmung, Altern) teilweise in anderen Frak- 
tionen aufgefunden werden kénnten als vorher. Fiir das durch Hitze- 
inaktivierung ,,denaturierte’‘ SerumeiweiB hat die gleichsinnige Verschie- 
bung der Fallbarkeitsgrenzen der Antitoxine und Globuline Homer bereits 
nachgewiesen. Nach den Feststellungen dieser Forscherin enthialt die anti- 


toxinhaltige Fraktion, die aus denaturiertem Serum zwischen 30 und 50 Proz. 




















ee 
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Sattigung mit Ammonsulfat ausfallt, nicht nur Pseudoglobuline, sondern 

auch Albumin bzw. ist die totale Fallung der Antitoxine und be 
Pseudoglobuline schon bei 42 bis 44 Proz. Sattigung erfolgt. Es schien uns fi 
zunachst aus praktischen Griinden von groBem Interesse, festzustellen, ob al 
analoge Verschiebungen der Fiallbarkeit der Antikérper auch unter dem b 
Einflu8 des spontanen Alterns der Sera zustande kommen, da dieses eben- eo] 
falls, wie oben gezeigt, gesetzmaBig zu einer Vermehrung der leichter aus- di 
salzbaren EiweiSfraktion auf Kosten der schwerer fallbaren fiihrt. Be- d 
kanntlich erfolgt beim Altern der Immunsera aber auch ein mehr oder am 


weniger ausgiebiger Riickgang ihres Antikérpergehaltes, speziell auch des ¥ 
Antitoxintiters der Diphtheriesera. Vor allem war daher der eventuelle A 
Kausalnexus dieser beiden Phainomene zu untersuchen. Da es aus tech- h 
nischen Griinden nicht méglich war, ein und dieselben Sera nach geniigend d 
langen Intervallen auf ihren Antitoxintiter sowohl, als auch auf ihren S 
EiweiBaufbau zu priifen, muBten wir wieder zu dem Auskunftsmittel des E 
Vergleiches gréBerer Reihen greifen. Auf Grund unserer friiheren Fest- V 
stellung kénnen wir voraussetzen, daB gréBere Gruppen von Diphtherie- e 
seren ohne Riicksicht auf ihren Titer in frischem Zustande annaéhernd iiber- 

einstimmende Durchschnittswerte der einzelnen Fraktionen aufweisen. 

Ein starkeres Abweichen dieser GréBen bei einer Gruppe alterer Sera gegen- 


iiber einer anderen gleichalterigen war somit ohne weiteres als Ausdruck f 
stirkerer Veranderungen im EiweiBaufbau der ersteren Gruppe zu ver- 
wenden. Es war somit einfach zu priifen, ob eine groéBere Anzahl alterer 9 
Sera, bei denen ein betriachtlicher Antitoxinabfall eingetreten war, andere 
Durchschnittszahlen ergibt als eine Reihe gleich alter Sera, die viel ge- ] 


ringeren Titerriickgang gezeigt haben. 34 Diphtheriesera konnten in dieser 
Richtung als Material dienen, wobei das Intervall zwischen der unmittel- 
bar nach dem Aderla8 erfolgten ersten Titerbestimmung und der zugleich 


mit der Eiwei8bestimmung durchgefiihrten neuerlichen Priifung zwischen ' 
10 und 34 Monaten betrug. Werden diejenigen Sera, welche in der Zwischen- 
zeit mehr als 25 Proz. ihres urspriinglichen Wertes verloren hatten, einer- ] 
seits, die anderen Sera, welche weniger als 25 Proz. eingebiiBt hatten, P 
andererseits zusammengefaBt, so ergeben sich zwei gleich starke je 17 Sera, 
wobei eine Bedeutung der Lange des Intervalles fiir das Ausma8 des Titer- r 
riickganges nicht in Erscheinung trat. Aber auch die erwarteten Differenzen 
im EiweiBaufbau der beiden Gruppen waren keineswegs erkennbar: Beide ‘ 


Gruppen wiesen je vier Sera mit einem EiweiBquotienten itiber dem Durch- 

schnitte des ganzen Materials (6,3), je neun Sera mit einem EiweiBquo- 
tienten tiber 4,0 auf, und die Durchschnittswerte der EiweiSquotienten 

zeigten sogar ein geringes Uberwiegen der Gruppe mit schwacherem Anti- 
toxinriickgang (6,7 gegen 5,9). Unter den wenigen zuriickgegangenen 

fanden sich aber auch drei Sera mit abnorm hohen Quotienten (iiber 10), 

wahrend unter den anderen nur eine solche Ziffer vorkam. Noch iiber- 
zeugender aber scheint uns die Feststellung, daB der tiberhaupt gréBte 

EiweiBquotient (28,7!) bei einem Serum gefunden wurde, das bei 16mona- 

tigem Intervall tiberhaupt keinen nachweisbaren Titerriickgang erkennen 

lie}, wihrend umgekehrt das Serum mit dem gréBten Wertabfall (mehr 

als 50 Proz.) nur einen sehr niedrigen Quotienten (2,9) aufwies. Wir glauben 

somit sehr wahrscheinlich gemacht zu haben, daB Wertriickgang der anti- 

toxischen Diphtheriesera und Anderung im EiweiBaufbau im Sinne leichterer 

Aussalzbarkeit Vorgdnge sind, die unabhdngig voneinander beim Altern der 

Sera stattfinden. 
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Es blieb gleichwohl zu untersuchen, ob die Verschiebung der Aussalz- 
barkeitsgrenzen der EiweiBfraktionen zu einer gleichsinnigen der Antikérper 
fiihrt. Die Frage war aber nur unter der Voraussetzung mit einiger Aussicht 
anzugehen, da die Antikérper wenigstens im frischen Sera konstant an 
bestimmte Aussalzungsgrenzen gebunden sind. Auf Grund der vielseitigen 
einleitend besprochenen Bearbeitung gilt aber diese Annahme sogar fiir 
das zunachst interessierende Diphtherieantitoxin nur insoweit, als wohl 
die schwerst aussalzbare Fraktion praktisch frei von Antitoxin zu sein 
scheint, was auch unseren eigenen Befunden durchaus entspricht. Keines- 
wegs aber steht letzteres auch fiir die schon vor der Drittelsaittigung mit 
Ammonsulfat ausfallende Fraktion fest, wie Pick urspriinglich angegeben 
hatte (Porges, Pribram, Ledingham). Bei den technischen Schwierigkeiten, 
die einer einwandfreien Beantwortung entgegenstehen, glaubten wir einen 
Standpunkt in dieser Frage nur durch eigene Versuche begriinden zu kénnen. 
Es wurde daher zuniachst ein frisches Diphtherieserum in bezug auf die 
Verteilung der Antitoxine auf die den innegehaltenen Aussalzungsgrenzen 
entsprechenden Fraktionen systematisch gepriift (Tabelle XI). 


Tabelle XI. 


Versuch vom 26. XI. 1920 iiber die Antitoxinverteilung auf die EiweiB- 
fraktionen. 

5cem Diphtherieserum Capitan vom 22. IX. 1920 (480 fach, somit 
2400 A.-E, EiweiSgehalt pro 1 ccm 0,086 g). 

+ 5cem physiologische Lésung + 5ccem gesattigter Ammonsulfat- 
losung. 

Klar filtriert ergibt Filtrat 1 und Rest 1. 

a) Filtrat 1, 11,5 ccm (EiweiBgehalt, d. h. Pseudoglobulin + Albumin 
pro lecm Serum 0,074 g). 

Es enthielt somit 1 ccm Serum 0,012 g Euglobuline. 

Wert des Filtrates 1 150 fach, somit kleiner als 480: 3, bzw. die Euglobu- 
line in 1 ccm Serum enthalten 480 — 450 = 30 A.-E. oder pro 1 g Euglobulin 
etwa 2500 A.-E. 

Rest 1 enthalt 3,5 cem Filtrat 1 + Euglobulin aus 5 ccm Serum, somit 
0,086 g + 0,06g = 0,146 g EiweiB. 

Wert nach Auflésung in 14ccm physiologischer Lésung weniger als 
36 fach, somit in Rest 1 im ganzen 17,5 x 36 = 630 A.-E. 

Die Euglobuline aus 5cem Serum enthalten somit 630 — 625 A.-E. 
(entsprechend 3,5 cem Filtrat 1) = 105 A.-E. oder pro 1 g etwa 1750 A.-E. 

b) 7,5 cem Filtrat 1 (0,185 g EiweiB mit 1125 A.-E.) + 2,5cem ge- 
sattigter Ammonsulfatlésung (somit Halbsattigung). 

Klar filtriert ergibt Filtrat 2 und Rest 2. 

Filtrat 2, 6 cem (Eiwei8gehalt, d. h. Albumine allein pro 1 cem Serum 
0,0254 g). 

Wert des Filtrates 2 kleiner als 15/4 fach, somit enthalten die Albu- 
mine aus 1 ccm Serum weniger als 15 A.-E. (weitere Auswertung wegen des 
hohen Ammonsulfatgehaltes nicht ausgefiihrt), pro 1g Albumin ergeben 
sich weniger als 600 A.-E. 

Rest 2 enthalt 4 ccm Filtrat 2 + Pseudoglobulin aus 2,5cem Serum, 
somit 0,0254 g + 2,5 x (0,074 — 0,0254) g = 0,147 g EiweiB, somit Pseudo- 
globulin pro 1 ccm Serum 0,048 g. 

Wert nach Auflésung in 16ccm Aqua dest. 1125/20 fach, somit in 
Rest 2 im ganzen 1125 A.-E. 
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Filtrat 2 (Albumine) enthalt daher praktisch keine Antitoxineinheiten, 
alle A.-E. im Rest 2 entfallen auf die Pseudoglobuline (0,01215 g), somit 
enthalten die Pseudoglobuline in 1 ecem Serum (0,0486 g) 450 A.-E. oder 
pro 1g Pseudoglobulin 9260 A.-E. 


Der mit auBerster Sorgfalt durchgefiihrte Versuch ergibt, daB die bei 
3 Sattigung ausfallende, ungefahr 14 Proz. des GesamteiweiBes aus- 
machende Fraktion (Euglobuline) immerhin etwa 30 A.-E. pro 1 ecem Serum, 
demnach etwa 6 Proz. der Antitoxine enthielt. Der ganze iibrige Anteil 
der letzteren war in der zwischen 1/, und 1/, Sattigung ausfallenden, 
ungefahr 66,5 Proz. des EiweiBes umfassenden Fraktion (Pseudoglobuline) 
enthalten, wogegen die bei Halbsattigung noch gelést bleibende, 29,5 Proz. 
des EiweiBes ausmachende Fraktion (Albumine) praktisch von Antitoxinen 
vollkommen frei war. Es mu8 dahingestellt bleiben, inwiefern dieses 
Ergebnis auf der urspriinglichen Zugehérigkeit der Antitoxine zu den be- 
treffenden EiweiBfraktionen beruht oder nur Absorptions-Phanomenen bei 
der sukzessiven Ausfallung zugeschrieben werden muB. Jedenfalls ist das 
bei 1/, Sattigung ausfallende Eiwei8 (Euglobuline) ebenfalls als Trager 
von Antitoxinen nachgewiesen. Es war nunmehr festzustellen, ob der auf 
diese EiweiSfraktion entfallende Anteil an Antitoxinen wenigstens in 
frischen Seris einigermaBen konstant ist. Zu diesem Zwecke wurden 
sechs gleich alte Sera von gleich lange und in gleicher Weise immuni- 
sierten Diphtheriepferden auf ihren Wert ohne weitere Behandlung und 
nach Wegfiltrieren des bei '/, Sattigung und '/, Verdiinnung ausfallenden 
Niederschlages gepriift. 
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Tabelle XII. 
Eduard | Ente Eos Erika Eskimo Esther 
(ohne Bes 400 fach : 400 fach : 200 fach: 150 fach: 200 fach : 200 fach : 
handlung) | iiberlebt mit + 4. Tag "2.5 iiberlebt mit | iiberlebt mit iiberlebt mit 
geprift auf | Erscheinung. ago ast Erscheinung. | geringen Er schweren Er- 
| glatt heinung: heinung 
nach 1/, Sat- 140 fach 133 fach 60fach § 45fach 60 fach 60 fach 
tigung in (= “12 ; (= ™): (= ™p): | (= 5): (= _ 1893): (=_®Js): 
Filtration + 3. Tag | iiberlebt mit | iberlebt mit; + 2. Tag + 3. Tag + 2. Tag 
geprift auf | schweren Ere | Erscheinung. 
| scheinungen ape 
Verlust | fast 0 0 0 > 10 Proz. | etwa20Proz.. > 10 Proz. 





Der Verlust bzw. der auf die Euglobuline entfallende Antitoxin- 
anteil schwankt somit (Tabelle XII) schon bei frischen Seris ganz gleicher 
Vorgeschichte zwischen 0 und 20 Proz., was bei der Genauigkeit der 
antitoxischen Diphtheriebestimmungen durch individuelle Bewertungs- 
unterschiede gewi8 nicht ausreichend erklart werden kann. ‘Bei dieser 
Sachlage war es aber ziemlich aussichtslos, die weitere Frage der Verschie- 
bung der Aussalzbarkeit der Antikérper beziiglich der '/, Sattigung zu 
verfolgen, und muBten wir uns bescheiden, die Verhialtnisse bei der 1/, Satti- 
gung allein zu untersuchen, da hier nach allgemeiner Annahme die kon- 
stante Grenze der vollkommenen Aussalzung der Antitoxine liegt. Unsere 
eigenen Erfahrungen bei der Serumkonzentrierung im groBen sprechen 
ebenfalls dafiir, daB bei '/, Sattigung so ziemlich die ganzen Antitoxine 
ausgesalzen werden, immerhin schien uns eine systematische Uberpriifung 
erwiinscht. Es wurden daher von acht gleich alten Diphtherieseren langer 
immunisierter Pferde, deren Titer bekannt war, Filtrate nach 45 und 
50 Proz. Sattigung mit Ammonsulfat auf das Vorhandensein von wenigstens 
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4 Proz. der urspriinglich vorhandenen Antitoxine gepriift. Im Hinblick auf 
die beim Aussalzen erfolgende vierfache Verdiinnung wurden somit die 
Filtrate auf 1 Proz. des urspriinglichen Wertes untersucht. 





Tabelle XIII. 





Pferd : 


Ohne Behandlung 
geprift auf 


Dagmar 


250 fach : glatt, 
280 fach : geringe 
Erscheinungen 


Dame 


| 400fach: geringe 
Erscheinungen 


Despot 


600 fach: glatt 


Dietrich 


220fach: geringe 
Erscheinungen 





45 proz. Filtrat sin | 
prift auf 


3fach: fast glatt | 


4,5fach: glatt 


6,5fach: glatt 


25fach: glatt 





50 proz. Filtrat ge- 


3 fach: iiberlebt 


45fach: + 2. Tag 


"6,5 fach ; tiberlebt 


2,5fach: + 2.Tag 





prift auf mit schweren mit schweren 
Erscheinungen Erscheinungen 
Pferd : Diva Dollar Drude Durst 
Ohne Behandlung 250 fach: fast 400fach:iiberlebt  450fach: geringe 250 fach: fast 
geprift auf glatt | mit schweren Erscheinungen glatt 


| Erscheinungen . 
4,2 fach: glatt 4,5fach: glatt 





~ 3fach: glatt 


45proz. Filtrat gee | 3fach: fast glatt 
prift auf 





50 proz. Filtrat gee | 3fach: + 1. Tag | 4.2fach: +1. Tag | 4,5fach: +1.Tag | 3fach: + 1. Tag 

prift au 

Bei 50 proz. Sattigung mit Ammonsulfat waren also (Tabelle XIII) 
bei den meisten Seris die Antitoxine so gut wie véllig ausgesalzen, nur bei 
zwei von acht scheinen noch geringe Mengen, die aber auch bei weitem 
nicht 4 Proz. der Gesamtantitoxine ausmachten, in den Filtraten zuriick- 
geblieben zu sein. Bei 45 proz. Sattigung dagegen waren in allen Seris weit 
mehr als 4 Proz. der Antitoxine noch nicht ausgefillt, so daB zwischen 
45- und 50 proz. Sattigung in frischen Seris noch betrichtliche Antitoxin- 
mengen ausfallen miissen. 

Zum Vergleich wurden nunmehr Filtrate nach 45 proz. und 48 proz. 
Sattigung von zehn fast 3 Jahre alten Seris gepriift (Tabelle XIV). 





























Tabelle XIV. 
Pferd : Aer | Arkade | Alpe | Block | — Brise 
— = = no = — oon = A 
Ohne Behand-  560f.: maBige | 400fach: iibers 250f.: geringe 350 fach : 400 fach: glatt, 
lung gepriift auf | Erscheinungen | lebt mit schw. Erscheinungen + 3. Tag 500 it 
‘ Erscheinungen pa sy + 2. Tag 
45proz. Filtrat | 3,75fach: glatt | 3fach: glatt 1,8 fach: 2,4fach: glatt 2,8f.: geringe 
geprift auf fast glatt Erscheinungen 
Pferd: | Wildfang | Arena j Amme Banus Base 
Ohne Behand- | 400 fach: 600f.: tiberlebt | 350 fach: 200f.: tiberlebt 200f.: tiberlebt 
lung gepriift auf | maBige mit schweren | + 3.Tag | mit schweren mit schweren 
 : | Eeechel Ersche gen | | Erscheinungen _ Erscheinungen 
48proz. Filtrat || 3fach: | 45fach: | 2,4fach: 1,5 fach: 1,5 fach: 
gepruft auf | + 2. Tag + 3. Tag + 1. Tag + 1. Tag + 1.Tag 


Da nur der seinerzeitige Wert bekannt war, muBte der Nachpriifung 
im Hinblick auf den notorisch bei so langer Aufbewahrung auftretenden 
Wertriickgang ein entsprechend verminderter Wert zugrunde gelegt 
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werden. Unter der Annahme, daB etwa 1% des Wertes schon durch die 
Lagerung weggefallen sei, erfolgte somit die Priifung auf %/, Proz. des ur- 
spriinglichen Wertes. Wegen der geringen verfiigbaren Mengen konnten 
auch nicht beide Ausfallungen an denselben Seris durchgefiihrt werden, 
sondern wir muBten uns begniigen, die eine Gruppe bei 45 Proz., die andere 
bei 48 Proz. auszusalzen. Die 45 proz. Filtrate der alten Sera besaBen eben- 
falls alle noch deutliche antitoxische Wirksamkeit, wahrend die 48 proz. 
Filtrate durchweg weit unterhalb der von uns gepriiften Grenze von 3 Proz. 
des urspriinglichen Antitoxingehaltes zuriickblieben. Man miiBte daher 
annehmen, daB in alten Seris die letzten Antitoxinanteile schon zwischen 
45- und 48 proz. Sattigung ausfallen, wihrend bei frischen Seris manchmal 
sogar bei 50 proz. Sattigung noch nicht alle Antitoxine ausgesalzen werden. 
Sonach fiihrt anscheinend das Altern der Sera tatsachlich nicht nur zu einer 
Verschiebung der Aussalzbarkeit der EiweiBkérper, sondern auch zu einer 
gleichsinnigen Anderung im Verhalten der Antitoxine, worin wohl ein 
Argument fiir die enge Zusammengehérigkeit der letzteren mit den sie 
tragenden Eiwei®kérpern erblickt werden kann. Immerhin mu8 erwéhnt 
werden, da auch in frischen Seris die véllige Ausfillung der Antitoxine 
mehr oder weniger oft schon bei 48 proz. Sattigung eintritt, so daB die 
Verschiebung der Fallungsgrenze fiir Antitoxine durch das Altern keines- 
falls sehr betrichtlich sein kann. Sie erreicht gewiB nicht das AusmaB der 
von Homer bei Hitzedenaturierung nachgewiesenen. Auch diirften gewisse 
Anteile der in frischen Seris erst nach 50 proz. Sattigung ausfallenden 
Eiwei8k6rper in alten Seris noch unter 48 proz. Sattigung ausgesalzen 
werden, da die zwischen beiden Grenzen entstehenden Niederschlige nicht 
sehr betrichtlich sind, wihrend doch nach unseren friiheren Feststellungen 
infolge des Alterns namhaft gréBere Anteile des EiweiBes bei 50 proz. Satti- 
gung ausfallen als vorher. 


Zusammenfassung. 


Durch gewichtsanalytische Bestimmung der bei !/, bzw. 1/, Satti- 
gung mit Ammonsulfat aus verschiedenen Seris ausfallenden EiweiB- 
fraktionen bzw. von deren relativem Verhaltnis zu den nicht aus- 
fallenden (EiweiBquotient) wurde folgendes festgestellt : 


1. Zwischen den individuellen Werten von Pferden  gleicher 
Kategorie (normal oder immunisiert) bestehen Unterschiede, die bei 
weitem die Differenzen der Durchschnittswerte der Kategorien iiber- 
treffen. 


2. ,,Alte“‘ und ,,frische“‘ Sera gleicher Kategorie zeigen eine charak- 


teristische Verschiedenheit, indem der EiweiBquotient ersterer merklich 
erhéht ausfallt. Ihr EiweiB ist somit labiler als das des frischen Serums. 


3. Diphtheriesera unterscheiden sich von normalen Pferdeseris 
durch erhéhten GesamteiweiBgehalt, absolut und reletiv vermehrte 
Globuline, insbesondere Pseudoglobuline, absolut und relativ ver- 
minderte Albumine. Diese Verschiebung im EiweiBaufbau im Sinne 
hoherer Labilitdt findet gesetemad~ig wahrend der Diphtherieimmuni- 
sierung der Pferde statt. 
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4. Die charakteristische Veranderung im EiweiBaufbau der 
Diphtheriesera ist aber keineswegs der Ausdruck oder die Voraus- 
setzung der Antitoxinbildung, da sie in keiner Weise mit dem Anti- 
toxingehalt der Sera im Zusammenhang steht. Dagegen scheint eine 
gewisse Labilitat im EiweiBaufbau (also hoher EiweiSquotient) beim 
normalen Pferde eine giinstige Disposition fiir gute Antitoxinbildung 
anzuzeigen. 

5. Das AusmaB der charakteristischen Veranderungen ist abhingig 
von der Dauer der erfolgten Immunisierung bzw. von der Anzahl der 
erfolgten Aderlisse, nicht aber von den einverleibten Toxinmengen. 
Gleichwohl mu8 jene als Ausdruck bestimmter Reaktionen, die im 
Verlauf der Diphtberieimmunisierung eintreten, aufgefaBt werden. Das 
Fieber ist eine solche Reaktion, aber zweifellos nicht die einzige. 

6. Bei andersartiger Immunisierung von Pferden (Cholera, Meningo- 
kokken, Dysenterie, Gasbrand, Tetanus) fehlen analoge Verinderungen 
im Verlaufe der Immunisierungen. 

7. Der EiweiBaufbau der normalen Sera verschiedener Tierarten 
weist starke, artcharakteristische Unterschiede auf, ohne daB Be- 
ziehungen zur Antitoxinbildungsfahigkeit erkennbar wiren. 

8. Bei Rindern tritt nach Diphtherieimmunisierung keine analoge 
Veranderung in der Eiweibfallbarkeit auf wie bei Pferden. 

9. Der beim Altern beim Diphtherieserum eintretende Titer- 
rickgang steht in keinem Zusammenhang mit der ebenfalls beim 
Altern konstatierten erhéhten EiweiBlabilitat. 


10. Die Verschiebung der Aussalzbarkeit der EiweiSkérper unter 
dem Einflu®B des Alterns geht mit einer gleichsinnigen Verschiebung 
der Aussalzbarkeit der Antitoxine einher. In alten Seris werden alle 
Antitoxine schon bei héchstens 48 Proz. Ammonsulfat ausgefiallt. 


1l. Die leichtest fallbare Fraktion (Euglobuline) enthalt schon 
bei frischen Seris, noch mehr bei alten nennenswerte, individuell ver- 
schieden hohe Anteile der Diphtherieantitoxine. 
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Uber Elektropie. . 
VII. Mitteilung: 


Uber die Ausscheidung der elektropen Farbstoffe und Carbinole. 


Von 
L. Karezag und L. Paunz. 
(Aus der III. medizinischen Klinik der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 1, Januar 1924.) 


Wir haben bereits itiber die Resorption der elektropen Farbstoffe 
und Carbinole (Fuchsin 8, Lichtgriin und Wasserblau) aus dem 
subkutanen Gewebe, sowie tiber ihre Umwandlung und Ausscheidung im 
Tierversuche berichtet!). In vorliegender Mitteilung méchten wir einer- 
seits tiber neue Tatsachen, welche sich aus seitdem in groBer Zahl 
ausgefiihrten Tierversuchen ergaben, sowie tiber die Ausscheidungs- 
verhaltnisse der elektropen Farbstoffe beim Menschen berichten. 


1. Harn und Galle. 


Harn. 


Wir sahen bereits, daS subkutan einverleibte Farbstoffe sowie die aus 
ihnen innerhalb des Tierorganismus entstandenen Carbinole zwei Haupt- 
ausscheidungswege befolgen. Der eine Hauptausscheidungsweg ist die 
Niere, der andere die Leber. Die Farbstoffe passieren die Glomeruli 
und Tubuli, ohne aufgenommen zu werden, und kommen als solche zur 
Ausscheidung; die Carbinole werden aber durch die Nierentubuli bzw. 
durch gewisse topographische Abschnitte derselben elektiv adsorbiert. 
Es ist anzunehmen, da8 unter Umstinden, falls dem Tierkérper ein groBes 
Carbinolgebot zur Verfiigung steht, auch Carbinole als solche ausgeschieden 
werden, obzwar man dessen bedacht sein muS, daB die ausgeschiedenen 
Farbstoffe in den Nierenbecken, Uretheren und Harnblase durch den 
alkalischen Harn umgelagert werden kénnen. 

Versuch Nr. 48. Kaninchen. Gewicht 1640 g. Erhalt waihrend einer 
halben Stunde 40cem 2,5proz. Wasserblaulésung intravendés injiziert. 
10 Minuten nach der letzten Injektion wird die Blase entleert. Der Urin 
erscheint hellgelb, durchsichtig. Nach Zusatz von einigen Tropfen ver- 
diinnter Salzsiure gewinnt er aber eine tiefblaue Farbe. Nach Verab- 
reichung weiteren 20 ccm Farbstoffes wird der Urin auch vor dem Salz- 
sdurezusatz allmahlich immer farbiger, um 2 Stunden spiter bereits dunkel- 
blau entleert zu werden. 


1) L. Karczag und L. Paunz, Uber Elektrcpie. V. Diese Zeitschr. 
188, H. 4/6, S. 412, 1923. 
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So kommt es, da8 der Harn der Tiere oft kaum gefiarbt ist, aber nach 
Behandlung mit Salzsiure infolge Regeneration der Carbinole stark farbig 
wird. 

Je umlagerungsfaihiger der Farbstoff, je feiner die Dispersitat, desto 
schneller die Ausscheidung des Farbstoffes und des Carbinols, je langsamer 
im allgemeinen die Umlagerungsfaihigkeit und je gréber die Dispersitat, 
desto langsamer die Ausscheidung des Farbstoffes als auch des Carbinols. 
Dementsprechend wird Fuchsin 8 am schnellsten, Wasserblau am lang- 
samsten ausgeschieden, und auch die Carbinole scheinen sich in gleichem 
Sinne zu verhalten. 


Diejenigen Versuche, welche wir aus therapeutischen Indikationen 
beim Menschen angestellt haben, zeigten ebenfalls, da Fuchsin §, in einer 
Dosis von 0,10 g intramuskular einverleibt. schon nach 10 bis 30 Sekunden 
im Harn erscheint, daB dagegen Lichtgriin und Wasserblau, in der zwei- bis 
dreifachen Dosis einverleibt, waihrend dieser Zeit nicht zur Ausscheidung 
gelangt. (Das schnelle Erscheinen des Saiurefuchsins in dem Harn bei unseren 
Kranken, an denen ein Uretherkatheterismus vorgenommen werden muBte, 
veranlaBt uns, diesen Farbstoff zu Nierenfunktionspriifungen zu verwenden. ) 

{s soll erwahnt werden, da8B wir uns tiber die Unschadlichkeit der Farbstoffe 
vorher in Tierversuchen tiberzeugt haben und in mikroskopischen Schnitten 
weder bei Tieren (Kaninchen, Meerschweinchen), welche eine einmalige 
zehntausendfache Dosis der an Menschen verabreichten, noch bei Tieren, 
welche zwei bis drei Monate lang die gleiche Tagesdosis, wie dies an 
Menschen verabreicht wurde, erhielten, pathologisch-anatomische Ver- 
anderungen feststellen konnten. 


Das Material unserer Tierversuche enthalt auch neu gepriifte elektrope 
Farbstoffe, von denen in einer folgenden Mitteilung berichtet wird. 
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} | | 
Nr. Farbstoff Tier Aa Dosis} Harn | Regenes | Bemerkung 
wendung g rationsharn 
|| Kristallviolett | Meerschweinchen | subkutan Mehrtagige Vor- 
36 | ceatay, sseaeiis 12 Std. |95 ° £ reer. mit 
44 || Methylviolett || ra Ye 1,0 + oa dem Farbstoff 
if 1 td. | | Hea 
74 | Kresylviolett. Kaninchen intravends | 05 > ++ |, ++ 
2 Std. | blau rot 
69 || Fuchsin .. «| a intravenés | 0.25 0 
H 2 Std. | gelblichs | rosarot | 
| braun 
51 || Anilinblau. . || Meerschweinchen exe 0,56 +++4+/+4++4+ 
i td. I 
67 | Saureviolett . Kaninchen a 0.75\+ +44 Jt++ + 
i St | 
43 || Indigokarmin.' Meerschweinchen obloten 0,6 +++4+/+4+4++ 
i | td. | 


Galle. 


Der zweite Hauptausscheidungsort der Farbstoffe und der Carbinole 
ist die Leber. Wir haben bereits die Ausscheidung von Fuchsin 8-., 
Wasserblau- und Lichtgriincarbinolen, sowie auch diejenige des Indigo- 
carmins und Pyrrolblaus mit der Galle gesehen. Die Farbstoffe wurden 
den Tieren damals subkutan einverleibt. Seitdem haben wir andere Farb- 
stoffe bzw. Carbinole in dem Gallenblaseninhalt der Tiere nach subkutaner 
und intravenéser Einfuhr nachweisen kénnen. 








36 
44 
74 
67 
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Nr. || Farbstoff Tier as Dosis rer neat Bemerkung 
wendung g galle _—rationsgalle 
36 | Kristallviolett Meerschweinchen subkutan 05 0 0 Mehrtiagige Vor- 
| 12 Std. " behandlung mit 
44 | Methylviolett _ subkutan | 10 0 + (?) dem Farbstoff 
ij 12 Std. gelb grunlich 
74 | Kresylviolett . Kaninchen intravenés | 0.5 0 0 
| 2 Std. 
67 || Saureviolett . Ks = 0,75 | ++++/4++++4+ 


Wir haben beim Menschen, denen Fuchsin 8, Lichtgriin, Wasserblau 
und Indigocarmin intragluteal einverleibt wurden, mit Hetényi Duodenal- 
sondierungen vorgenommen, um auch beim Menschen die prinzipiell 
wichtige Ausscheidung der Carbinole durch die Gallenwege nachzu- 
weisen. Aus Fuchsin S wurde bei sieben Menschen pro Dosis 0,08 g 
(4ccm einer 2proz. Lésung), aus Lichtgriin bei drei Menschen die 
gleiche Menge, Wasserblau bei zwei Menschen 0,06 g, Indigocarmin 
bei elf Menschen 0,10 g verabreicht. Die Duodenalsondierung ergab, 
daB in mehreren Fallen das Fuchsin 8 als Carbinol im ungefiarbten 
Duodenalinhalt ausgeschieden wurde, ebenso konnte das Indigocarmin 
durch Behandlung des Duodenalsaftes mit Salzsiure mit der blauen 
Originalfarbe regeneriert werden. Wir méchten diesen prinzipiell 
wichtigen Befund besonders mit Riicksicht auf die geiibte Chromo- 
choloskopie bzw. Funktionsprifung der Leber mit Farbstoffen hervor- 
heben, um darauf aufmerksam zu machen, daB bei den Entfarbungs- 
prozessen der Farbstoffe innerhalb des Organismus auBer den Reduk- 
tionsvorgangen auch die intramolekularen Umlagerungen, bei denen 
die elektrostatischen Ladungen als Entfarbungsursachen wirken, zu 
beriicksichtigen sind. 


2. Die Beeinflussung der Farbstoff- und Carbinolausscheidung durcheinander 
in dem Simultanversuch'). 

Interessante und wichtige Aufschliisse lieferten uns die mit den 
Farbstoffen simultan angestellten Versuche. Im folgenden sei folgender 
Versuch, welcher gleichzeitig mit den drei Farbstoffen: Fuchsin §, 
Lichtgriin und Wasserblau angestellt wurde, beschrieben. 


Simultanversuch Nr. 26. Kaninchen, 4 kg schwer, erhielt subkutan 
wiahrend 12 Stunden je 7,25g Fuchsin 8, Wasserblau und Lichtgriin in 
2,5proz. Lésung. 

Bei der Sektion finden wir die Galle grasgriin gefirbt, wihrend der 
Urin eine braunlich rote Farbe aufweist. Auch nach Salzsiurezusatz 
werden diese Farben beibehalten. 

Wie aus diesem Versuche zu ersehen ist, beeinfluBten die Farb- 


stoffe bzw. Carbinole gegenseitig ihre Ausscheidung. Wir haben zuvor 


1) L. Karezag und L. Paunz, Uber eine neue Vitalfarbungsmethode 
mit Sulfoséurefarbstoffen. Deutsche med. Wechenschr. 1923, Nr. 39. 
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bereits aus unseren singularen Farbungsversuchen feststellen kénnen, 
da das Fuchsin 8 am raschesten zur Ausscheidung gelangt und die 
relativ schwiichste Histotropie besitzt, wogegen Wasserblau eine groBe 
Histotropie und eine geringere Urotropie besitzt. Die Simultanversuche 
zeigten, daB bei gleichzeitiger Anwesenheit beider Farbstoffe die Aus- 
scheidung und die Tropie der Farbstoffe sich in dem Sinne beeinflussen, 
daB jeder Farbstoff die ihm eigentiimliche Haupttropie befolgt. Das 
Fuchsin 8 bzw. dessen Carbinol weist die héchste Urotropie, Lichtgriin 
bzw. dessen Carbinol die stirkste Enterotropie, und Wasserblau bzw. 
dessen Carbinol die héchste Bindegewebstropie auf. Diese Bindegewebs- 
tropie des Wasserblaucarbinols konnte auch in den mikroskopischen 
Schnitten der Simultanversuche schén nachgewiesen werden. Nach 
erfolgter Regeneration der Carbinole in den Schnitten lieB sich die 
Blaufiirbung am intensivsten erkennen, schwicher waren die regenerier- 
baren Farbungen mit Lichtgriin, und noch schwicher mit Fuchsin 8. 
Wir méchten die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchung eines 
Falles in folgendem mitteilen und zugleich auch die Wichtigkeit dieser 
geschilderten Befunde hervorheben, indem durch diese gezeigt werden 
konnte, daB die Tropie eines Farbstoffes durch Gegenwart anderer stark 
zu beeinflussen ist. Wir sind in unseren Farbstoffunktionspriifungen 
gewohnt (z. B. in denjenigen der Leber), die Retention des Farbstoffes 
auf funktionelle Verainderungen des Leberparenchyms zuriickzufiihren, 
und denken nicht daran, daB der Weg der Farbstoffausscheidung 
analog wie oben, durch andere in der Zirkulation pathologisch vor- 
kommende Substanzen beeinfluBt werden kann. 

Die mikroskopische Untersuchung des Simultanversuchs ergab nach 
erfolgter Regeneration das folgende Resultat: 

Rosarot: Sehnen, Markkanilechen der Niere, glatte Muskulatur 
einzelner Arterienwinde. 

Blau: Kollagene Fasern des lockeren Bindegewebes der Gedarme, der 
Luftréhre, Bronchien usw., das Perichondrium, Fascien, Dura mater, 
Follikelzellen der Eierstécke, Bindegewebskapsel der LEierstécke, der 
Milz usw. Gewundene Nierenkanilchen. 

Grin: Gallenblase (die ganze Wand diffus durchgetrankt). 

Violett: Viele Nierenkanilchen. 

Ungefdrbt: Zentralnervensystem, Knochen- und Fettgewebe, quer- 
gestreifte Muskulatur, Leber- und Milzparenchym, Nebenniere usw. 


3. Liquor. 

Wir haben von unseren Versuchstieren, welche sowohl subkutan wie 
auch intravends die Farbstoffe erhielten, durch Suboccipital-Punktionen 
mit Hilfe einer Rekordspritze Cerebrospinalfliissigkeit ausgesogen. Bei 
Kaninchen erhielten wir etwa % bis 34 ccm, bei Meerschweinchen 0,1 bis 
0,3.cem. Diese Mengen geniigten vollstandig zur Anstellung der Carbinol- 
probe mit verdiinnter Salzsiiure. Die Untersuchung ergab, daB einzelne 
Carbinole, wenn auch in geringer Menge, auch im Liquor cerebrospinalis 
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ausgeschieden werden. Die diesbeziiglichen Resultate sind in folgender 
Tabelle veranschaulicht. 

















— —— 
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Versuchss | Regenerations- 














Nr. | Farbstoff H Tier method Liquor pawn 
| 1 wy | a a i petee setae west 
64 || Fuchsin S..... | Kaninchen | 1,25g intra- + + 
i | venés 3 Std. | 
65 || Lichtgrin . ... . | . | 1,2g intra- Oo | 0 
: i | vends 2 Std. | 
68 || Wasserblau ... .| ; | 0,75g intra- | 0 | +7 
venés 2 Std. | 
67 || Sdureviolett . . . .| :  0,75g intra. | 0 | 0 
| venés 2 Std. | 
69 | Fuchsin. .... .| 0,25g intra- 0 | +? 
| voenés 2 Std. | | 


4, Kammerwasser. 


Durch Punktion der vorderen Augenkammer mit Hilfe einer Rekord- 
spritze haben wir bei Kaninchen und Meerschweinchen etwa 0,1 bis 0,3 cem 
farbloses Kammerwasser erhalten, welches nach Behandlung mit Salzsiure 
ebenfalls eine oft betrdchtliche Anwesenheit von Carbinolen verriet. Die dies- 
beziiglichen Daten aus unseren Versuchsprotokollen sind in folgendem 
zusammengestellt. 


























} 4 Versuchss | Kammers | Regenerations- 

Nr. Farbotoll } Tie methodik wasser | stirke 

tt rT a a Tn — — = ——— 

64 FuchsinS ... | Kaninchen | 1,25g intra- + | ++ 
venés 3 Std. | 

65 | Lichtgriin ney 1,2g intra- geihe tag 
i vends 2 Std. | 

68 | Wasserblau. . . ee 0,75 g intra- + ++ 
i venés 2 Std. 

67 | Saureviolett . . ‘ 0,75 g intra- + ++ 
! | venés 2 Std. | 

69 || Fuchsin .... P | 0,25 g intra- | 0 0 
| | vends 2 Std. | 


5. Fruchtwasser. 
In einem Falle gelang uns bei einem Kaninchen das Fuchsin § -Carbinol 
im Fruchtwasser in Spuren nachzuweisen. In vier Fallen wurden die 
‘Carbinole im Fruchtwasser vermiBt. Das Embryo war in jedem Falle un- 
gefarbt. 
6. P. citonealexsudat. 


Wir haben bei einem an Tuberkulose gestorbenen Meerschweinchen 
im ungefirbten Peritonealexsudat durch die Salzsiurebehandlung eine 
intensive Regeneration von Wasserblau beobachten kénnen. 


Zusammenfassung. 

Es konnte auf Grund eines groBen Tiermaterials (200 Tiere) fest- 
gestellt werden, daB die Carbinole der elektropen Triphenylmethan- 
farbstoffe nach subkutaner und intravenéser Einverleibung auBer im 

Biochemsche Zeitschrift Band 145. 23 
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Blute, im Harn, in der Galle, im Liquor cerebrospinalis, Kammerwasser, 
Peritonealexsudat erscheinen. Es wurden Beispiele dafiir geliefert, daB 
bei Entfarbungsprozessen der Farbstoffe innerhalb des Organismus 
auBer den Reduktionsvorgingen auch -intramolekulare Umlagerungen. 
bei denen elektrostatische Ladungen als Entfairbungsursachen wirken, 
zu bericksichtigen sind. 

Bei der Ausscheidung der elektropen Farbstoffe als Carbinole 
spielen die Dispersitaétsverhaltnisse der Farbstofflésungen eine wichtige 
Rolle. Fein disperse bevorzugen die Ausscheidung durch die Nieren 
(Fuchsin 8), mitteldisperse die Gallenwege (Lichtgriin), grobdisperse 
werden schlecht ausgeschieden (Wasserblau, Pyrrolblau) und demgegen- 
iiber infolge ihrer Histotropie in den Geweben elektrostatisch fixiert. 

Es konnte ferner gezeigt werden, daB die elektropen Farbstoffe 
in Simultanversuchen sowohl ihre Ausscheidung (als Farbstoffe und 
Carbinole), wie auch ihre Histotropie gegenseitig beeinflussen kénnen. 
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Uber die Dynamik der Phosphorsiure des Blutes. 
Von 
Heinz Lawaezeck. 
(Aus der medizinischen Universititsklinik GieBen.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1924.) 


Untersucht man die freie (anorganische) Phosphorsiure des Gesamt- 
blutes einmal unmittelbar nach der Entnahme aus der Vene und dann 
nach Defibrinierung des Blutes und Abkolieren des Fibrins, so findet 
man regelmaBig eine geringe Abnahme der freien Phosphorsaure. 
Zur Erklarung hierfiir dienen zwei Méglichkeiten: Entweder wird 
freie Phosphorsiure mit dem Fibrin zu Boden geschlagen, oder es tritt 
anorganische Phosphorsiure bei dem Vorgange des Defibrinierens in 
organische Bindung iiber. 

Es 1aBt sich leicht beweisen, daB das letztere der Fall ist, und es 
ist der Zweck der vorliegenden Arbeit, zu zeigen, wie, inwieweit und 
unter welchen Umstiinden ein Ubergang von anorganischer Phosphor- 
siure in organische vor sich geht bzw. der umgekehrte Fall eintritt. 


Methodisches. 


Das ztt den vorliegenden Untersuchungen verwandte Blut wurde 
stets durch Punktion der Armvene mit ziemlich dicken Kaniilen gewonnen, 
so daB das Blut meist im Strahl in das untergehaltene GefaiB einfloB. In 
der Regel erfolgte die Blutentnahme vor dem zweiten Friihstiick der 
Patienten. Alle Phosphorséiurebestimmungen dieser Arbeit wurden nach 
der von Embden') angegebenen gravimetrischen Bestimmungsmethode fiir 
kleinere Phosphorsiuremengen ausgefiihrt. Die EnteiweiBung erfolgte 
nach Schenck in salzsaurer Lésung mit Sublimat. 

Zu jeder einzelnen Bestimmung dienten 15 ccm Blut, das, falls es sich 
um noch ungeronnenes Blut handelte, roh mit dem MaBzylinder abgemessen 
und dessen Gewicht dann nach Eintragen in vorgewogene GefaiBe genau 
ermittelt wurde. Kam das Blut nach der Defibrinierung zur Untersuchung, 
so wurden stets mit der Pipette 15 cem abgemessen und dann ebenfalls zur 
Wagung gebracht, so daB alle angegebenen Zahlen auf Gewichtsprozente 
bezogen sind. Die einzige Ausnahme hiervon machen die Versuche in Ab- 
schnitt VII, in dem die im Blute sowohl wie im Serum erfolgten Bestim- 
mungen als Volumprozente angegeben sind. 


1) G. Embden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 138, 1921. 
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Im einzelnen war der Analysengang folgender: 15 ccm Blut wurden 
mit der doppelten Menge 3proz. Salzsiure versetzt bzw. in die doppelte 
Menge 3proz. Salzsiure eingetragen, wodurch sofort vollstandige Hamolyse 
eintritt und fermentative Vorginge ausgeschaltet werden. Dann wurden 
15 oder 20 com Wasser hinzugefiigt und darauf das Eiwei8 mit 30ccm 5proz. 
Sublimatlésung ausgefallt. 

Die weitere Verarbeitung geschah stets erst am folgenden Tage: Der 
EiweiBniederschlag wurde abgenutscht, das iiberschiissige Quecksilber 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff ausgefallt, der iiberschiissige 
Schwefelwasserstoff im Luftstrom verjagt. Sodann wurden 60 ccm dieses 
Filtrats in der von Embden (l.c.) angegebenen Weise nach sorgfaltiger 
Neutralisierung mit Ammoniak mit der salpetersauren Stychninmolybdan- 
l6sung versetzt, der entstehende Niederschlag der komplexen Phosphor- 
siure-Molybdan-Strychninverbindung in Goochtiegeln zur Wagung ge- 
bracht und auf Milligrammprozente Phosphorsiure umgerechnet. 


I. Freie Phosphorsiure des (venésen) Blutes. 


Ehe wir nun auf die Veranderungen des Gehaltes an freier Phosphor- 
siure im Blute eingehen, seien kurz die absoluten Werte der im venésen 
Blute gefundenen anorganischen Phosphorsaure fiir sich betrachtet. 

Sie sind in den Tabellen I und II zusammengestellt und schwanken 
zwischen héchstens 18,15 mg-Proz. (Versuch 37, Tabelle II) bei einer 
chronischen Glomerulonephritis mit Stickstoff- und Indikanretention und 
7,81 mg-Proz. bei einer benignen Sklerose (Versuch 8, Tabelle I). 

Der mittlere Wert liegt zwischen 12 und 13 mg-Proz. freier Phosphor- 
siure, wobei allerdings hervorgehoben sei, daB die Versuchspersonen nicht 
niichtern waren. 


Tabelle I. Freie Phosphorséure im (venésen) Blute. 
























































a 2 | 3.14 1 2 | 3 .. 
| wo} os | woe] os 
| ige& | S§ Sela 
| 32 | 48 se | 48 
Nr. Diagnose Fé a-E | Nr. Diagnose |} rE | ié 
| <0 | m* |<0 | m+ 
| is | ie mgs 
| || Pros. | Pros. | Prog. | Pros. 
1|| o Diabetes mell. . . 10,76) — |17) o* Diabetes mell. . . 11,59) — 
2|| 9 Rheumat. Beschw. /|14,41/14,43] 18!) ot Hypochondr. | 
3|| o Neuritis . . . . . |/12,24/12,12 eurose ... .|| — | 8,85 
4|| o Prostatahyper- | 19|| 2 Gelenkrheumatism. 15,80) 13,97 
trophie .. . . |13,34/12,98/20) 9 Gesund ..... | — | 8,59 
6|| o Gesund ..... /14,22/13,87|21) o Grippe ..... | — | 8,97 
6|| o Magenneurose . . /13,57|12,23]22| co Hypertonie .. . Lot 12,84 
7|| o' Rheumat. Beschw. 10,28) 9,39] 23) o' Hypertonie . . .| — 11,17 
8 || o Nierensklerose ben. | 7,81| 649]24) 2 Scabies ..... | — (12,81 
9|| o Hypertonie .. . | 9,59) 9,49/25| 9 Cystitis ..... 117,07; — 
10| 2 TonsillarabszeB | |13,16 — |26) o Neurasthenie. | | /13,97) — 
11) o& Nephrose ... . | — /|15,95}27| 2 Gesund .... ./14,44) — 
12|| 2 Cholecystitis . . . || — /11,73]28) 9 Hypertonie. |. . /14,95, — 
13|| o' Gesund ....., | — |12,62]29° o Asthma bronch. . |13.24/12,36 
14) o Hyperaciditatd.M.| — |11,11]30| o Hypertonie . . . /11,83)11,25 
15| 2 Magenneurose . . | — | 9,22]31) 9 Hypertonie . . . |15,73/14,06 
16|| 9 Gesund ..... 15,20; — ]32) o Tibialislahmung. . /12,45)12,06 
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Die von mir gefundenen Zahlen fiir freie Phosphorsaure liegen erheblich 
tiefer als die von Feigl') ermittelten. Doch diirften die Feiglschen Werte 
zu hoch sein, da er das Blut vor der EnteiweiSung durch Eintragen in 
destilliertes Wasser himolysierte und 20 Minuten bei 45° stehen lieB, ein 
Vorgang, durch den, wie spater gezeigt werden wird, groBe Mengen organischer 
Phosphorsiéure in freie Phosphorsaéure iibergehen. 









































Tabelle II. 
Abnahme der freien Phosphorséure beim Stehen des Blutes. 
1 2 | 3 4 5 \ ° 
| A B c 
Nr Diamine || wor der | nachStehen | nach Stehen Beneiengm 

: Gerinnung | mit Fibrin | ohne Fibrin || 

it mg-Proz. mg:-Proz. | mg-Proz. | 
33 || Q Diabetes mell. .. 13,36 | 11,82 — |B — 1Std.bei 36-37 
34 || ot Subaciditat d.M. . 1256 | 12,34 — |B 1, » 36—370 
35 || 2 Neurasthenie. .. 1335 = 12,10 — |B 1, . 4-37” 
36 | 9 Cystitis ..... 12,72 11,19 10.15 | Bu.Cl1, , 36-370 
37 | 9 Chron. Glomerulo- | 

| _nephritis. .. . 18,15 16,39 15,43 |B 1. . 36-37 
38 | 9 Herzneurose ... 13,48 13,05 — B 1. » 36-370 
39 | 2 Icterus, Chole- 

i lithiasis .... + 411,08 9,91 978 |RuC1l., , %-37 
40 | Chron. Bronchitis 1450 14,66 — B 2. » 36-370 
41 | 9 Icterus katarrh. . 11,44 11,21 — (|B 2. » %—370 
42 \\o' Gesund ..... | 13,86 7,92 — |B ww. . 1m 

i oo | 10,07 — |B ww, , 18 
43 |o' Gesund .... | 1582 | 9,69 a eee. ae 

| ae eee ee ee ae 





Die freie Phosphorsiure des Blutes zeigt dieselbe individuelle 
Schwankung wie diejenige des Serums, die im Gegensatz zu der des Gesamt- 
blutes sehr vielmehr Gegenstand der Untersuchung gewesen ist*). Auch 
scheinen die Werte im Gesamtblute kaum wesentlich von denen des Serums 
abzuweichen, wie das im einzelnen aus weiter hinten mitgeteilten eigenen 
Untersuchungen ebenfalls deutlich hervorgeht*). 


Il. Anderung der freien Phosphorsiure beim Stehen des Blutes. 


Vergleichen wir nun auf TabelleI die fiir freie Phosphorséure ge- 
wonnenen Zahlen in Spalte 3 mit denen der Spalte 4. Im ersteren Falle (A) 
wurde das Blut unmittelbar nach der Entnahme, noch ehe Gerinnung 
eingetreten war, in Salzsiure eingetragen. Im anderen Falle (B) erfolgte 
die Versetzung mit Salzsiure erst, nachdem das Blut durch Schlagen mit 
dem Glasstabe defibriniert und durch Kolieren von gréSeren Fibrinflocken 


1) J. Feigl, diese Zeitschr. 94, 304, 1919. 

2) I. Greenwald, Journ. of biol. Chem. 14, 369, 1913; J. Feigl, diese 
Zeitschr. 112, 27, 1920; W. Mac Kin Marriot und F. H. Haessler, Journ. of 
biol. Chem. 82, 241; W. Denis und A. S. Minot, Arch. of Intern. Med. 26, 
99, 1920. 

3) Siehe S. 362. 
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befreit worden war, welcher Vorgang gewéhnlich 10 Minuten bis eine halbe 
Stunde in Anspruch nahm. 

AuBer in Versuch 2, in dem die Zahlen praktisch gleich sind, finden 
wir die B-Werte iiberall niedriger als die A-Werte. 

Zum Teil sind die Unterschiede nur gering (Versuch 3 bis 5, 9, 32), 
zum Teil sind sie jedoch recht betrachtlich (Versuche 6, 8, 19, 31). 

Da8 es sich bei dem Verschwinden anorganischer Phosphorsaure tat- 
sichlich um eine Synthese zu organischer Phosphorséiure handelt, geht 
auBer aus allen folgenden Versuchen aus denen der Tabelle II hervor, bei 
welchen die A-Werte, entsprechend den A-Werten der Tabelle I, durch 
Eintragen des noch ungeronnenen Blutes sofort nach der Entnahme in 
Salzsiure gewonnen wurden. Im zweiten Falle (B-Werte, Spalte 4) wurde 
die gleiche Menge Blut ebenfalls vor der Gerinnung in ein mit Glasperlen 
beschicktes Erlenmeyerkélbchen gebracht und bis zum sicheren Ende des 
Gerinnungsvorganges vorsichtig geschiittelt., Dann wurden die mit den 
Fibrinflocken durchsetzten Proben in den Versuchen 33 bis 39 fiir eine, in 
den Versuchen 40 und 41 fiir 2 Stunden in ein Wasserbad von 36 bis 37° 
gebracht. Dabei waren die GefaBe zugestépselt und vollstandig bis zum 
Stopfen in das Wasserbad versenkt, um eventuelle Hiimolyse durch Kondens- 
wasserriickflu8 zu verhindern. 

In den Versuchen 44 und 45 wurde die Schenckfallung der B-Werte 
erst nach 18- bzw. 30stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur (18°) vor- 
genommen. 

Spalte 5 der Tabelle II zeigt schlieBlich drei Versuche, in denen das 
Blut nach Entfernen des Fibrins fiir die gleiche Zeit dem gleichen Wasser- 
bade ausgesetzt war, wie bei den entsprechenden Versuchen der Spalte 4. 

Wie aus einem Vergleich der Spalten 3 und 4 der Tabelle IT hervor- 
geht, werden auch, wenn man das Fibrin im Blute beliBt, die Werte fiir 
anorganische Phosphorséure nach dem Stehen des Blutes kleiner. Es muf 
also eine Synthese freier zu organisch gebuniener Phosphorsdure ein- 
getreten sein. 

Die Syntheseperiode scheint bei Kérpertemperatur nur eine kurze 
Dauer zu haben, denn nach nur einstiindigem Stehen bei 36 bis 37° (Ver- 
such 33 bis 39) zeigt sich durchweg eine gréBere Abnahme freier Phosphor- 
siure, wihrend die Unterschiede sich bereits wieder verwischen, wenn das 
fibrinhaltige Blut 2 Stunden der gleichen Temperatur ausgesetzt war 
(Versuche 40 und 41), das heiBt, es scheint bei K6rpertemperatur in dem mit 
Fibrinflocken durchsetzten Blute offenbar schon sehr schnell eine die 
Synthese hemmende Schadigung einzutreten, worauf auch der Umstand 
hinweist, daB die Abnahme freier Phosphorsiure in dem vom Fibrin be- 
freiten Blute in allen drei Fallen unter den gleichen Umstinden eine gréBere 
ist (s. Spalte 4 und 5, Versuche 36, 37 und 39). Allerdings muB8 hier die 
Mdglichkeit offen gelassen werden, da doch mit dem Fibrin ein Teil der 
freien Phosphorséure entfernt wurde. 

Bei Zimmertemperatur (s. Versuche 42 und 43) halt die Synthese 
viel langer an und fiihrt infolgedessen zu bedeutend héheren Werten, 
so daB nach 18stiindigem Stehen die freie Phosphorséure von 13,9 auf 7,9 
bzw. von 15,8 auf 9,7 mg-Proz. zuriickgegangen ist. Dann aber tritt auch 
hier eine Schadigung der Synthesefaihigkeit ein, und die Werte nehmen 
allmahlich wieder zu. 

Die Frage, ob die Synthese hierbei ganz aufhért oder nur von Spaltungs- 
vorgangen itiberwuchert wird, mu8 vorlaufig offen gelassen werden. 
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Bei der einmal eingetretenen Schidigung des Fermentapparates des 
Blutes gewinnen bald die spaltenden Tendenzen schrankenlose _ Ober- 
herrschaft, die freie Phosphorsiure des Blutes nimmt schlieBlich rapide zu, 
wie weitere, auf der Tabelle nicht aufgefiihrte Versuche zeigten, so da fiir 
anorganische Phosphorsaure Werte entstehen, die ein Mehrfaches der sofort 
vorhandenen Menge betragen. 

Bevor ich nun weitere Versuche anstelle, schien es mir wichtig, zunachst 
Aufschlu8 iiber die optimale Synthesetemperatur zu erhalten. Bei niedrigen 
Warmegraden geht der Ubergang in organische Phosphorsiure nur langsam 
vor sich, bei Kérpertemperatur wird die Reaktion beschleunigt, bei héheren 
Temperaturen findet eine Synthese iiberhaupt nicht mehr statt. 

Das zeigen Versuche der Tabelle III, in denen defibriniertes Blut 
einmal bei Kérpertemperatur und das andere Mal bei 44 bis 45° exponiert 
wurde. 


Tabelle III. 


Freie Phosphorsaure des Blutes nach Stehen bei verschiedenen Temperaturen. 








abs 2 3 Paes 6 
| Sofort nach Nach Nach Stehen des defibrinierten Blutes 
Nr. || Entnahme, vor _ Defibrinieren bei 36—37° bei 44—459 
der Gerinnung und Kolieren || 1 Std. | 2 Std. 1 Std. 2 Std. 
mg+Proz. mgsProz. mg-Proz. | mg-Proz. | mgeProz. | mg-Proz. ; 
2 | 14,41 14,43 13,79 12,03 15,33 16,16 
3 || 12,24 12,12 11,17 10,48 13,54 15,80 
4 13,34 12,98 11,16 10,07 13,74 15,70 


Im ersteren Falle (s. Spalten 3 und 4 der Tabelle III) sehen wir eine 
kontinuierliche Abnahme der freien Phosphorséure. Hierbei zeigt sich, 
wie bereits angedeutet, da8 das vom Fibrin befreite Blut seine Fahigkeit 
zur Synthese langer zu behalten scheint, denn in keinem der Fille ist nach 
zweistiindigem Stehen ein Sinken der Synthesekraft zu bemerken. Dagegen 
tiberwiegen bei einer Temperatur von 44 bis 45° (s. Spalten 5 und 6) sofort 
die spaltenden Tendenzen, und es findet scheinbar von vornherein eine 
Zunahme freier Phosphorsaure statt. 


Im folgenden wurde daher stets eine Versuchstemperatur von 36 bis 
37° zugrunde gelegt. 


Ill. Einflu8 der Kohlensaure. 


Es lag nahe, die Ursache der Synthesetendenz bei dem Defibrinierungs- 
vorgange und dem Stehen des Blutes in einem Verluste an Kohlenséure zu 
sehen und demgema8 zu versuchen, ob nicht durch Austreibung der Kohlen- 
siure eine gréBere Vermehrung der organischen Phosphorsiiure zu er- 
zielen sei. 


Das war in der Tat der Fall, und umgekehrt fiihrte Erhéhung der 
CO,-Spannung zu vermehrter Phosphorsaurespaltung. 
Die diesbeziiglichen Versuche sind in Tabelle IV zusammengestellt. 























356 H. Lawaczeck: 


Tabelle 1V. 
Freie Phosphorsaure des Blutes nach Durchleiten von Luft bzw. Kohlensiure. 
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4 13,34 12,98 11,16) 9,60, 931 1631 | — _ — 
5 | 14,22 | 13,87 — | 10,09| 10,31 | 19,06 || 8,71 | 24,62 | 14,52 | 15,87 
6 13,57) 12,23) — | 896) 8,74 | 17,98 | 7,35 | — | 15,22) 13,94 
7 10,28] 939 7,45 6,73 604 | 1387 | 5,39 | 19,04 | 10,30 | 11,61 
8 | 7,81] 649)| — | 634] 502) — | — — | — | 
—|/—|@o | 4° | o | o | ow | _ — |je30’ 
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Die Versuchsanordnung war folgende: 

In 100-cem-Erlenmeyerkélbchen wurden je 15 ccm Blut eingetragen, 
die Kélbchen sodann tief in ein Wasserbad von 36 bis 37° versenkt. 

In eines derselben wurde nun reiner Wasserstoff eingeleitet (Spalte 5 
der Tabelle IV). ; 

Weitere Proben (Spalte 4 und 7) wurden mit Luft durchperlt, die 
vorher durch Chromschwefelsaure gereinigt und durch mehrmaliges Durch- 
leiten durch Kalilauge kohlenséurefrei gemacht worden war. 

Spalten 6 und 8 zeigen Versuche, in denen durch das Blut 1 bzw. 
2 Stunden lang Kohlensaure geleitet war, die in einem Kippschen Apparat 
aus reinen Reagenzien entwickelt wurde. 

Die Durchperlung mit den Gasen wurde so reguliert, daB etwa sekundlich 
eine Gasblase durch das jeweilige WaschgeféS hindurchtrat. 

Wie ein Vergleich der Spalten 4 und 5 der Tabelle IV ergibt, ist es 
vollig irrelevant, ob Wasserstoff oder Luft durchgeleitet wird. In beiden 
Fallen erfolgt eine weitgehende Synthese anorganischer Phosphorsiure, 
die etwa doppelt so groB ist als diejenige, welche beim gleichlangen Stehen 
des Blutes (s. Spalte 3) unter sonst gleichen Umstanden eintritt. 

Nach zweistiindigem Einleiten von Luft (Spalte 7) gehen die Werte 
fiir freie Phosphorséure fast auf die Halfte der urspriinglich vorhandenen 
Mengen (Spalten 1 und 2) zuriick. 

Umgekehrt tritt beim Einleiten von Kohlensiure (Spalten 6 und 8) 
eine kontinuierliche Spaltung organischer Phosphorsaure ein, die nach einer 
Stunde zur etwa anderthalbfachen, nach 2 Stunden zur etwa doppelten 
Menge freier Phosphorsaéure fiihrt. 

Spalten 9 und 10 zeigen, daB beide Vorginge mehr oder weniger 
reversibel sind, da8 einmal nach Einleiten von Luft die eingetretene 
Synthese durch Kohlensaureeinleitung wieder aufgehoben werden kann; 
daB es gelingt, nach Durchleiten von Kohlensiure einen Teil der ge- 
spaltenen Phosphorséure durch Luftdurchblasen in organische Bindung 
zuriickzufiihren. Hierbei zeigt sich, da8 Durchleiten von Kohlenséure 
starker spaltend als Austreiben derselben synthetisierend wirkt. 
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Im ganzen betrachtet, gehen, worauf spiater noch zurtig zukommen 
sein wird, die Reaktionen offenbar sehr langsam vor sich; es zeigte sich dies 
besonders bei Vorversuchen, in denen die Kohlensaureeinleitung schon 
nach wenigen Minuten unterbrochen wurde. 

Weiterhin wird durch diese Versuche sehr wahrscheinlich, daB im 
strémenden arteriellen Blute weniger freie Phosphorsiéure vorhanden ist 
als im venésen. Untersuchungen dariiber sind im Gange. 


IV. Einflu8 von Alkali. 


Die Tatsache, daB einerseits Wasserstoff- und Sauerstoffdurchleitung 
in gleicher Weise die Synthese begiinstigen, andererseits Kohlensaure- 
durchleitung zu vermehrter Phosphorsaurespaltung fiihrt, drangt zu der 
Annahme, da8 lediglich der Kohlensiuregehalt des Blutes maSgebend 
fiir die Einstellung des Phosphorsiuregleichgewichtes sei, und es fragt 
sich weiterhin, ob die Vermehrung des Bicarbonations als solchen zu ver- 
mehrtem Ubergang organischer Phosphorsaure in anorganische fiihrt, oder 
ob die durch Einleitung der Kohlenséure hervorgerufene Vermehrung der 
sauren Valenzen als eigentliche Ursache der Phosphorsdurespaltung an- 
zusehen ist. 

Ist letzteres der Fall, so mu8 Zufiihrung von Alkali vermehrte Phosphor- 
siuresynthese zur Folge haben. 

In Tabelle V sind vier Versuche zusammengestellt, die zeigen, daB nach 
Zusatz von 0,1 g Natriumbicarbonat zu 15 ccm Blut die Synthese beim 
Stehen in der Tat gewaltig gesteigert wird, wie dies am deutlichsten aus den 
Spalten 4 und 5 der Tabelle V hervorgeht, in denen die jeweilige syntheti- 
sierte Phosphorséuremenge errechnet ist. 

In dem Bicarbonatblut (zweimal, Versuche 2 und 8, wurde durch den 
Zusatz geringe Himolyse verursacht) wurde unter sonst gleichen Bedingungen 
nahezu doppelt soviel anorganische Phosphorsaéure in organische Bindung 
tibergefiihrt. 
































Tabelle V. 
Freie Phosphorséure des Blutes nach Stehen mit Bicarbonat bei 36 bis 37°. 
| 1 2 oe 4 5 | 6 
| Nach Nach | Nach |" Phosphorsiuresynthese 
Nr. Defibrinierung einfachem | Stehen mit | ohne | mit Daues 
und Kolieren Stehen _—__ Bicarbonat | Biceshenct der 
| mg-Proz. mgsProz. mg-Proz. | mgsProz. | mgsProz. mpeiien 
2 | 1443 | 12,03 10,12 | 2,40 4,31 | 2 Std. 
3 12,12 10,48 7,94 1,64 438: Pay 
4) 12,98 10,07 838 | 291 4,60 a 
8 649 613 440 | 1,36 2,05 1 Std. 





Von groBem Interesse erscheint die Frage, inwieweit bei gleichbleibender 
aktueller H-Ionenkonzentration schon diese Phosphorsiureverschiebungen 
durch kleinere Saéure- und Alkalimengen herbeigefiihrt werden, und es 
soll in einer folgenden Arbeit tiber diese Beziehungen der Kohlensaure- 
spannung zur Phosphorséuresynthese bzw. Spaltung berichtet werden. 

Anhangsweise sei an dieser Stelle bemerkt, da8 auch andere Sauren 
in schwacher Konzentration dem Blute zugesetzt zur Phosphorsdure- 
spaltung fiihren. Doch sind diese Versuche nicht eindeutig, da, wie wir 
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bereits angedeutet haben und wie sich spiter noch mehrfach zeigen wird, 
jede Schadigung des Blutes die Sy:these stért und zu vermehrter Spaltung 
Veranlassung gibt, vielleicht durch eine gréB8ere Empfindlichkeit des die 
Synthese bewerkstelligenden Fermentes. Geht die Ansiuerung iiber einen 
gewissen Grad hinaus, dann wird auch das spaltende Ferment in seiner 
Wirkung gelihmt, und es treten keine merklichen Verainderungen des 
Gehaltes an freier Phosphorsiure mehr auf. 


VY. Andere Anionen: Chlorid, Phosphat. 


Bevor wir den Einflu8 anderer Ionen auf die Einstellung des Phosphor- 
siuregleichgewichts betrachten, seien einige Worte tiber den Ort der Um- 
wandlung vorangestellt. 

Synthese sowohl wie Spaltung spielen sich mit allergré8ter Wahr- 
scheinlichkeit in den Kérperchen ab. Dafiir spricht einmal die Tatsache, 
da8 isoliertes Serum seinen Gehalt an freier Phosphorsiure dauernd un- 
verandert beibehalt; einerlei, ob Sauerstoff oder Kohlensiure durchgeleitet 
wird, ob man das Serum einfach stehen 148t oder mit Bicarbonat versetzt, 
immer bleibt der Wert fiir freie Phosphorséure absolut der gleiche. Ferner 
ist, wie sich spater zeigen wird, diejenige organische Phosphorsaéurefraktion, 
durch deren Spaltung die anorganische Phosphorsiure entsteht, im Serum 
nur in sehr geringer Menge vorhanden. SchlieBlich ist der Umstand in 
diesem Sinne zu deuten, daB die Kationen, denen nach Képpe') der Eintritt 
in die K6rperchen versagt ist, so lange ohne Wirkung bleiben, als die Blut- 
kérperchenmembran intakt ist. 

In Verbindung nun der Annahme, daB Synthese und Spaltung der 
Phosphorsaure sich in den Kérperchen vollziehen, mit der Tatsache, daB 
den Anionen der Weg in die Kérperchen freisteht, wahrend er den Kationen 
scheinbar verschlossen ist, schien es méglich, den Einflu8 des Chlorions 
in der Weise zu priifen, da8 man Blut einmal mit isotonischer Chloridlésung 
einwertiger Kationen und zweitens mit ebenfalls isotonischer Lésung 
eines mehrwertigen Kationchlorids versetzt. Das letztere bedeutet bei 
Verwendung solcher isotonischer Lésungen eine Anreicherung mit Chlorid. 

Es galt zunachst, den Einflu8 der Ringerlésung zu priifen; es wurde 
folgende Zusammenstellung gewahlt: 0,9 Proz. Natriumchlorid, 0,06 Prez. 
Kaliumchlorid, 0,03 Proz. Calciumchlorid, 0,02 Proz. Natriumbicarbonat, 
und der Gefrierpunkt auf — 0,56 genau eingestellt. Ebenso wurden die 
Kaliumchlorid- und Calciumchloridlésungen mit groBer Sorgfalt auf den 
gleichen Gefrierpunkt gebracht. 

Es zeigt sich nun, daB bei Zusatz von 15 ccm der gewahlten Ringer- 
lésung zu 15 ccm Blut bereits die Fahigkeit zur Synthese sehr stark leidet 
(s. Tabelle VI, Spalten 1, 2 und 3). 

Wahrend Spalte 2 die deutliche Abnahme der freien Phosphorsaéuren 
nach einstiindigem Stehen des Blutes zeigt, finden in dem mit gleichen 
Teilen Ringerlésung verdiinnten Blute, das nach der einstiindigen Exposition 
keine Spur von Hiamolyse aufwies, diese Abnahme nicht oder nur in viel 
geringerem MaBe. 

In Vorversuchen zeigte sich, daB Zusatz von 2 cem dieser Ringerlésung 
zu 15 cem Blut noch keinerlei Einflu8 ausiibt, daB aber bereits bei Zusatz 
von 5ccm Ringerlésung eine geringe Laihmung der Synthese statthat. 


1) Képpe, Pfliigers Arch. 67, 189, 1897. 
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Tabelle VI. 


Einflu8 von Anionen auf die freie Phosphorsiure des Blutes, 
2 bis 11, 1 Stunde bei 36 bis 37°. 
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11, 15,95 | 14,67 16,36 | 16,15 17,32 — — — —_ _ — 
12. 11,73! 10,14 11,18 11,21 | 13,14 1 9,73 | 9,42 —_ —_ 1052, — 
13 | 12,62 | 11,62 13,03 13,00 14,99 | 12,24 11,93 || 3,89 , 3,47 || 12,72) 12,79 


14 11,11 8,29 1045 10,49 12,28 | 9,56 | 9.63 | 213 | 1,79 os 
he . n-{ 8,60 
15 || 9,22 9,26, — — 8,77 | 8.19% 


*) + Glucose 0,14 Proz. 


Vollig irrelevant aber ist es, ob man die gleiche Menge Ringer-, also 
in der Hauptsache Natriumchlorid-, oder Kaliumchloridlésung zufiigt 
(vgl. Spalten 3 und 4 der Tabelle VI). 

Dagegen setzt beim Zusatz der Calciumchloridlésung durchgehend 
eine erhéhte Spaltung organischer Phosphorsiure ein, wie sich aus einem 
Vergleich der Spalten 3 und 4 einerseits mit der Spalte 5 deutlich ergibt. 

Da, wie schon gesagt, der Unterschied zwischen der zugesetzten Ringer- 
bzw. Kaliumchloridlésung einerseits und der Calciumchloridlésung anderer- 
seits nicht nur qualitativ in den Kationen besteht, die in diesem Falle keine 
Wirkung ausiiben kénnen, sondern auch ein quantitativer in dem Anion 
Chlorid ist, derart, daB8 Zufiigen der Calciumchloridlésung gleichzeitig eine 
Anreicherung mit Chlorid bedeutet, so mu eben dieser Anreicherung mit 
Chloridionen die erhéhte Spaltung der Phosphorsiaure zugeschrieben werden. 

Umgekehrt sehen wir, daB Vermehrung der Phosphationen in hohem 
MaBe die Tendenz zur Synthese vermehrt (vgl. Spalten 6 bis 9 mit Spalte 3 
der Tabelle V1). 

Die Versuche mit Phosphatzusatz wurden mit primirem und sekun- 
direm Phosphat getrennt und in je zwei verschiedenen Konzentrationen 
angestel!t. Im ersteren Falle (Spalten 6 und 7) wurden der Ringerlésung 
etwa 2 mg-Proz. berechnet als H, PO, zugesetzt. Im zweiten Falle, Spalten 8 
und 9, wurde etwa die zehnfache Menge, 19 mg-Proz., gewahlt und die 
Isotonie sorgfaltig aufrecht erhalten. 

GroBer Wert wurde auch darauf gelegt, da die Menge des zugesetzten 
Phosphats in den Spalten 6 und 7 bzw. 8 und 9 stets die gleiche war. 

Der Gehalt der Lésungen an H,PO, wurde durch Analysen wiederholt 
kontrolliert, und die in den Spalten 6 bis 9 aufgefiihrten Zahlen verstehen 
sich nach Abzug der zugesetzten Phosphatmengen. Vergleichen wir nun die 
Werte in Spalten 6 und 7 mit denen der Spalten 2 und 3, so zeigt sich, daB 
durch den Phosphatzusatz, der etwa einem Fiinftel der durchschnittlich 
im Serum vorhandenen Menge entspricht, bereits deutlich eine Steigerung 
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der Synthese in Erscheinung tritt; im ersten Falle, Versuch 12, ist die 
Synthese in der Phosphatringerlésung sogar gréBer als die im unverdiinnten 
Blute. 

Vermehrt man den Gehalt an freier Phosphorséure in der Ringerlésung 
(s. Versuche in den Spalten 8 und 9, in denen die zugesetzte Lésung etwa 
doppelt soviel freies Phosphat enthielt wie das Serum), so treten sehr groBe 
Mengen anorganischer Phosphorséure in organische Bindung iiber. So 
wurde in Versuch 15 Phosphorséure in einer Menge synthetisiert, die der 
ganzen urspriinglich vorhandene Menge entsprach; und in den beiden 
anderen Versuchen 14 und 15 ist die Phosphorsiuresynthese nur wenig 
geringer. 

Auffallig klein sind die Unterschiede zwischen primarem und sekundirem 
Phosphat. Vergleicht man die Werte in Spalten 6 und 7 miteinander, 
und die in Spalte 8 und 9, so sieht man, daB die Synthese in dem mit der 
gleichen Menge sauren Phosphats versetzten Blut regelmaBig um ein ganz 
geringes kleiner ist. Dabei ist allerdings zu bemerken, da8 der Phosphat- 
zusatz zu der bicarbonathaltigen Ringerlésung erfolgte und Unterschiede 
in der Reaktion der schwachen Lésungen kaum zu erkennen waren. Da- 
gegen reagierte die konzentriertere Lésung des primiaren Salzes deutlich 
lackmussauer, trotzdem aber sind die Unterschiede in der Synthese kaum 
groBer! 

SchlieBlich seien noch Versuche angefiihrt, in denen aus Griinden, 
auf die ich spater erst eingehen méchte, der Ringerlésung Traubenzucker 
zugesetzt war. Bei den Versuchen in Spalte 10 betrug dieser Zusatz 0,12 Proz., 
in Spalte 11 wurde in Versuch 13 die doppelte Menge hinzugegeben. In 
Versuch 15 wurde den sekundiaren Phosphatlésungen ebenfalls noch Glucose, 
und zwar 0,14 Proz., zugesetzt. Die durch Phosphat-Glucose-Ringer er- 
zielten Werte sind mit einem *) bezeichnet. 

Es zeigt sich, daB der Zusatz von Glucose keinen erkennbaren EinfluB 
auf die Phosphorséuresynthese ausiibt. 

Es eriibrigt sich zu sagen, daB in keinem der Versuche durch die zu- 
gesetzten Lésungen auch nur eine Spur von Hamolyse eintrat. 

Des ferneren geht aus diesen Untersuchungen die auch schon von 
anderer Seite beobachtete Tatsache hervor, da8 Ringerlésung keineswegs 
eine indifferente Fliissigkeit bedeutet. Es erscheint jedoch méglich, durch 
Zusatz geeigneter Phosphatmengen eine Lésung herzustellen, die gerade 
die spaltungsvermehrende Schaidigung durch die Verdiinnung durch 
die synthesebegiinstigende Wirkung des Phosphats auszugleichen imstande 
ist. Die Frage aber, ob bei Zusatz dieser Phosphatringerlésung schlieBlich 
genau die gleichen Phosphorséureverbindungen resultieren wie beim Stehen 
des unverdiinnten Blutes, mu8 offen gelassen werden. 


VI. Himolyse, Kationen. 


Macht man das Blut hamolytisch, indem man dasselbe in destilliertes 
Wasser eintragt, so scheint durch die Schadigung die Fahigkeit zur Phosphor- 
siuresynthese vollkommen verloren zu gehen, es tritt nimlich dann zuniachst 
sehr schnell, spaterhin langsamer eine irreversible Spaltung organischer 
Phosphorsaure ein, so daB (s. Tabelle VII) nach zweistiindigem Stehen die 
Zahlen fiir freie Phosphorséure auf etwa das Doppelte bis Dreifache des 
Ausgangswertes ansteigen; nach vierstiindigem Stehen waren sie auf tiber 
das Dreifache gestiegen; nach 6 Stunden wurde ein Wert beobachtet, der 
annahernd das Vierfache der vorher vorhandenen Menge betrug. 
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' Tabelle VII. 
Phosphorsaurespaltung durch Hamolyse. 
1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 
a Sete ee - as, Oe ie oa Sets HEUAS 
‘i Freie Phosphorséure im hamolytischen Blute nach 
“| Vorher "4, Std. 1Std. | 2 Std. T° 1 TO deems 
| bei 20° bei 36—37° | bei 36—379 bei 36—379 | bei 36—379 || 
mg-Proz. || mg-Proz. | mg-Proz. | mgsProz. | mg»Proz. | mg-Proz. | 
st aces nnn ; wus oss me = = SS eS a ss ————— = —— 
16), 15,20 | 19,01 | 2763 | 3131 | — | — 15 Blut + 20H,O 
39/1108 | — | — | 30,98 | 36,26 | 41,98 |15Blut+25H,0 











An diesem hamolytischen Blute bietet sich nun Gelegenheit, den 
Einflu8 der Kationen kennenzulernen (Tabelle VIII). 

Das Blut wurde in den ersten Versuchen der Tabelle VIII in 20 cem, 
bei den Versuchen 36 bis 38 in je 27 ccm Wasser eingetragen. Zum Teil 
wurde hierzu das noch ungeronnene Blut verwandt, zum Teil wurde 
defibriniertes Blut genommen, wie das im einzelnen aus Spalte6 der 
Tabelle VIII hervorgeht. 

Nach etwa 20minutigem Stehen bei Zimmertemperatur wurden die 
am Kopf der betreffenden Spalte ersichtlichen Zusatze gemacht; und zwar 
einmal, Spalte 2, wurden 3 cem Wasser, zu einer anderen Probe (Spalte 3) 
wurden 3ccm einer anderthalbfach molaren Kaliumchloridlésung hinzu- 
gefiigt. In Spalte 4 wurde Natriumchlorid in der gleichen Menge und 
Konzentration, und schlieBlich in Spalte 5 Caleciumchlorid zugegeben. Von 
letzterem betrug der Zusatz in den Versuchen 17, 34 bis 36 7 ccm einer 
anderthalbfach molaren, in den Versuchen 37 und 38 3 ccm einer einfach 
molaren Lésung. 


Tabelle VITI. 


Einflu8 von Kationen auf die Phosphorsdurespaltung. 
Exposition 1 Stunde bei 36 bis 37°. 




















| 1 ha Ee. oe ee. 6 
Rees areca 
Nr. || Vorher| Wasser | KCI | NaCl | CaCl, 
| mge me Be ae tS = Bemerkungen 
___||_ Prog. | Proz. | Prog. | Proz. | Proz || Pe eages eT es 





11,59 | 23,10 | 24,01 | 23,89 | 20,66 | 15ccm Blut vor der Gerinnung in 20 HO 














17 | 

| — | 2331} 2449| — | 20.41) 15 ,, defibriniertes Blut in 20 H,O 
34 || 12,56 | 24,60 | 26,70 oo 21,03 | 15 ,, Blut vor der Gerinnung in 20 H,O 
35 || 13,36 | 2445 | 26,11 | 25,29 | 23.28] 15. «-» » w» » 20H,O 
36 | 12,72 20.20 22,33 | 21,16 | 17,31 | 
37 || 18,15 | 23,11 | 26,36 | 25,32 | 21,55 }15 ,, defibriniertes Blut in 27 ccm H,O 
38 | 1348 | 2481 | 26.09 25.16 | 22,78 | 


Durch das Hinzufiigen der Salzlésungen hellte sich das vorher in der 
dicken Schicht tiefschwarz aussehende Blut regelmaBig wieder etwas auf, 
und nach dem Stehen zeigte sich ein Bodensatz von intakten Blutkérperchen. 
Die Himolyse war also in keinem Falle eine vollkommene. 

Nach den Zusitzen wurden die Proben fiir eine Stunde einer 
Temperatur von 36 bis 37° ausgesetzt und sodann die Schenckfallung 
vorgenommen. 

Die Resultate sind aus der Tabelle VIII zu ersehen. 
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Ld 


GroBe der durch Himolyse und Verdiinnung hervorgerufenen Phosphor- 
saiurespaltung. Die Werte fiir freie Phosphorsaure steigen auf das Anderthalb- 
bis Zweifache des Ausgangswertes. 

Aus Spalten 3 und 4 ist ersichtlich, daB diese Spaltung durch Kalium- 
und Natriumchloridzusatz vermehrt wird, und zwar durch KCl in noch 
héherem MaBe als durch NaCl. 

Durch Calciumchlorid hingegen wird die Phosphorsiéurespaltung 
deutlich gehemmt, und wenn man bedenkt, daB bis zu dem Zusatz der 
Salzlésung wihrend des 20minutigen Stehens schon eine betrachtliche 
Menge Phosphorsiure abgespalten wird, so ist diese Hemmung durch CaCl, 
sogar eine recht betrachtliche. 

Diese Wirkung muB8 mit Sicherheit den Kationen zugeschrieben werden ; 
denn einmal finden sich schon deutliche Unterschiede zwischen der K Cl- 
und der NaCl-Lésung bei dem gleichen Chlorionengehalt, und dann miiBte 
im Hinblick auf die Versuche der Tabelle VI mit CaCl, am intakten Blut 
die Anreicherung mit Chlorid beim Zufiigen der Calciumchloridlésung in 
der entgegengesetzten Richtung zur Wirkung kommen, wenn nicht das 
Calcium mehr die Synthese begiinstigte als das Chlorid eine Spaltung 
herbeifiihrt. 


VII. Phosphatwanderung zwischen Kérperchen und Serum. 


In einem friiheren Abschnitte wurde auf die groBe Wahrscheinlichkeit 
hingewiesen, daB der Ort der Synthese sowohl als der Spaltung die Blut- 
korperchen seien, und es ]aBt sich weiterhin zeigen, daB bei den Vorgiangen, 
die zu vermehrter Synthese fiihren, also Einleiten von Luft bzw. Stehen- 
lassen des Blutes freie Phosphorsaéure nach dem Ort der Synthese hinstrémt, 
d. h. in die Kérperchen hineingeht, da8 beim Einleiten von Kohlensaure 
hingegen Phosphorséure aus den K6rperchen ins Serum iibertritt. 

Derartige Versuche sind auf Tabelle [IX zusammengestellt. Die Ver- 
suchsanordnung war folgende: 

Zu den Versuchen 18 bis 21 wurden etwa je 200 ccm Blut entnommen, 
modglichst schnell durch Schlagen mit dem Glasstabe defibriniert und in 
zwei Teile geteilt. 

Von der einen Halfte wurden 15ccm alsbald zur Bestimmung der 
freien Phosphorséure des Gesamtblutes in Salzsiure eingetragen, der Rest 
wurde zentrifugiert, das klare Serum abgehoben und hierin ebenfalls freie 
Phosphorsaure, .ferner durch Veraschung nach Neumann die gesamte 
Phosphorséure des Serums und schlieBlich die Menge der Trockensubstanz 
bestimmt. 

Die andere Hialfte wurde in ein Wasserbad von 36 bis 37° gestellt — 
die genaue Zeit ist in Spalte 13 ersichtlich —, und in Versuch 18 wurde 
zudem noch Luft eingeleitet. 

Dann wurden an dem so vorbehandelten Gesamtblute und am Serum 
die gleichen Bestimmungen vorgenommen. 

Zum Versuche 22 wurden 300 cem Blut entnommen, mit 100 alsbald 
nach dem Defibrinieren die vorgenannten Bestimmungen am Gesamtblut 
und Serum angesetzt. Der Rest wurde 34 Stunden bei 36 bis 37° exponiert, 
worauf 100 ccm zu den gleichen Bestimmungen entnommen wurden. In 
den Rest leitete man fiir 34, Stunden Kohlensaure ein, worauf dann ebenfalls 


Es zeigt sich zunaéchst aus einem Vergleich der Spalten 1 und 2 die 
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wieder die Menge der freien Phosphorsiure im Gesamtblute, freie und 
Gesamtphosphorsiure im Serum sowie der Trockenriickstand im Serum 
ermittelt wurden. 

In den letzten beiden Versuchen schlieBlich wurde das Blut in drei Teile 
geteilt, der eine Teil sofort untersucht, der zweite nach zweistiindigem 
Einleiten von Luft, der dritte nach einstiindigem Einleiten von Kohlen- 
saure. 

Die Durchperlung mit Luft bzw. mit Kohlensaure erfolgte hierbei 
wegen der Gefahr der Hamolyse in sehr schwachem Strome. 

Die auf der Tabelle [IX in dem gleichen Kasten stehenden Zahlen in 
den Spalten 3, 4, 7, 8, 11 und 12 sind die Ergebnisse von vornherein getrennt 
angesetzten Doppelbestimmungen. : 

Bei den Gesamtphosphorsaureanalysen wurde hierbei der héhere Wert 
als der richtigere zugrunde gelegt. 


Tabelle IX. 


Phosphatwanderung zwischen Serum und Koérperchen. 
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Betrachten wir zunichst die Werte fiir freie Phosphorsiure des Gesamt- 
blutes in den Spalten 1, 5 und 9, so zeigt sich auch hier wieder die absolute 
GesetzmaBigkeit, mit der beim Stehen des Blutes oder beim Einleiten von 
Luft anorganische Phosphorsaéure in organische Bindung iibergefiihrt wird, 
mit der beim Einleiten von Kohlenséure organische Phosphorséureverbin- 
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dungen gespalten werden. Stets sind die Werte fiir freie Phosphorsiure im 
Gesamtblute nach Stehen geringer, nach Einleiten von Kohlensaure be- 
deutend gréBer geworden. 

Vergleichen wir nunmehr die Werte des Gesamtblutes mit denen des 
Serums (Spalten 1 und 2), so zeigt sich, daB diese in vier von den sieben 
Versuchen (Versuche 18, 20, 21 und 24) einander sehr ahnlich sind. In den 
anderen drei Versuchen finden sich gréBere Unterschiede. In einem der- 
selben, bei einer auf Gelenkrheumatismus beruhenden Mitralinsuffizienz 
(Versuch 20), sind die im Serum gefundenen Werte héher als die im Gesamt- 
blute; in den Versuchen 22 und 23 (zwei Hypertonien) sehen wir umgekehrt 
im Gesamtblut mehr freie Phosphorséure als im Serum. 

Ob dies letztere eine fiir diese Erkrankung charakteristische Er- 
scheinung ist oder nur ein zufalliges Zusammentreffen, soll an dieser Stelle 
nicht erdrtert werden. 

Bei der Betrachtung der freien Phosphorséure des Serums vor und nach 
den am Blute vorgenommenen Eingriffen (Spalten 2, 6 und 10) zeigt sich, 
da8 auch im Serum beim Einleiten von Luft freie Phosphorsaure ab-, beim 
Einleiten von Kohlenséure die freie Phosphorséiure des Serums zunimmt. 
Und zwar entspricht die Abnahme im Serum in ihrer Gré8e im allgemeinen 
durchaus der Abnahme im Gesamtblute. Dagegen ist die Zunahme freier 
Phosphorsaure beim Einleiten von Kohlenséure am Gesamtblute durchweg 
deutlicher ausgepragt als am Serum. 

Die Abnahme bzw. Zunahme der freien Phosphorsiure im Serum ist 
jedoch nicht die Folge einer Synthese bzw. einer Spaltung organischer 
Phosphorséure im Serum, sondern vielmehr die Folge einer Wanderung 
von Phosphorsdure in die Kérperchen bzw. aus denselben. 

Dies geht deutlich aus den Spalten 3, 7 und 11 hervor, in welchen die 
Werte fiir Gesamtphosphorséure des Serums vor und nach den Eingriffen 
am Blut verzeichnet sind. Diese Werte fiir Gesamtphosphorsiure machen 
namlich die gleichen Schwankungen mit. Nach dem Einleiten von Luft 
bzw. nach dem Stehen des Blutes sehen wir sie in allen Versuchen zu-, 
nach Einleiten von Kohlenséure abnehmen. 

Der besseren Ubersichtlichkeit halber ist diese Zu- bzw. Abnahme in 
besonderen Tabellen dargestellt. 


Tabelle X. 
Eintritt von Phosphorséure in die Kérperchen bei der Arterialisierung. 





























1 | 2 1 | 2 

| Verminderung des Serums an Verminderung des Serums an 
ps | freier Gesamts sys freier Gesamt: 

|| Phosphorsaure | phosphorsaure Phosphorsaure | phosphorsaure 
ol mg:-Proz. mg*Proz. mg-Proz. mygsProz. 
3 181 2,92 22| 164 | 269 
19 | 2,92 3,66 23 1,87 2,55 
20 | 2,02 2,13 24 | 2,83 | 3,47 
21 || 1,44 1,84 | 














Tabelle X zeigt in Spalte 1 die Verminderung an freier Phosphorsaure, 
nachdem das Blut unter den bekannten synthesegiinstigen Bedingungen 
gestanden hatte, in Spalte 2 die Menge der in die Kérperchen abgewanderten 
Phosphorsaure. 
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Die Zahlen in Spalte 1 der Tabelle X sind durch Differenz der Spalten 2 
und 6 der Tabelle LX, diejenigen in Spalte 2 der Tabelle X durch Differenz 
der héheren Werte der Spalten 3 und 7 der Tabelle IX gewonnen. 

Die Zahlen in Tabelle X lassen sich am zwanglosesten so deuten, daB 
beim Durchleiten von Luft durch Blut nicht nur freie anorganische, sondern 
auch organische Phosphorséure in die Kérperchen eintritt. 

Das Umgekehrte zeigt Tabelle XI. (Spalte 1 in Versuch 22 Differenz 
der Spalten 10 und 6 der Tabelle IX, in Versuch 23 und 24 Differenz der 
Spalten 10 und 2; Spalte 2 in Versuch 22 Differenz der Spalten 11 und 7 
der Tabelle IX, in Versuchen 23 und 24 Differenz der Spalten 11 und 3 
der Tabelle IX.) 

Und zwar tritt unter diesen Umstinden sowohl freie als organische 
Phosphorsiéure aus den Koérperchen in das Serum iiber, 





Tabelle XI. 
Austritt von Phosphorséure aus den Kérperchen beim Durchleiten von 
Kohlensaure. 








‘Zunahme des Serums an 











freier } Gesamts 
Phosphorséure | phosphorsaure 
my-Proz. | my:Proz. 

22 0,95 2,69 
23 || 2,36 4,10 
24] 233 | 262 


Die Zahlen der Tabelle XI erscheinen etwas zu hoch, wenn man die 
Menge der Trockensubstanzen beriicksichtigt (s. Tabelle IX, Spalten 4, 
8, 12). Wie man sieht, andert sich der Trockengehalt des Serums beim 
Stehen des Blutes bzw. beim Einleiten von Luft so gut wie gar nicht. 

Hingegen tritt beim Durchleiten von Kohlenséiure die von Hodber 
erschlossene und von v. Limbeck') beobachtete Eindickung des Serums ein: 
In unseren Versuchen steigt der Gehalt an Trockensubstanz unter diesen 
Umstinden um etwa 5 bis 6 Proz. an. Die durch diese Eindickung des 
Serums erfolgte prozentige Zunahme der Phosphorsiure bildet jedoch, 
wie sich leicht errechnen la8t, nur einen kieinen Teil der in Tabelle XI 
angegebenen Zahlen, so daB weitaus der gréBte Teil der Phosphorsiaure- 
zunahme im Serum beim Einleiten von Kohlenséure durch Einwanderung 
aus den Koérperchen erklirt werden muB. 

Es sei an dieser Stelle an die Versuche von IJversen*) erinnert, der 
Blut durch Zusatz von Phosphat unter synthesegiinstige Bedingungen 
brachte und dadurch ebenfalls Phosphorsaure in die K6rperchen eintreten sah. 

Durch diese Versuche wird ein weiterer Antagonismus zwischen Chlorid 
und Phosphat offenbar. Wissen wir doch aus den Versuchen von Zuntz, 
Hamburger und v. Limbeck*), daB Chlorid gerade in der entgegengesetzten 


1) Hoéber, Physik. Chem. der Zelle u. Gew., 5. Aufl., 8. 446, 1922. 

2) P. Iversen, diese Zeitschr. 114, 297, 1921. 

8) Zuntz, Dissertation Bonn 1868; Hamburger, Zeitschr. f. Biol. 28, 
405, 1892; Arch. f. Anat. u. Physiol. 1894, S. 419; v. Limbeck, Arch. fl. 
exper. Pathol. 35, 309, 1895. 


Biochemische Zeitschrift Band 145. 24 
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Richtung wandert: beim Einleiten von Kohlensiure tritt Chlor in die 
Blutkérperchen ein, bei der Arterialisierung tritt welches aus, so da8 im 
arteriellen Blutserum stets etwas mehr Chlor nachweisbar ist, als im Serum 
des venésen Blutes?*). 


VIII. Ober die Art der synthetisierten bzw. gespaltenen Phosphorsiure. 


Welcher Art ist nun die organische Phosphorsaureverbindung, die bei 
der Synthese entsteht, bzw. aus welcher bei dem Spaltungsvorgange an- 
organische Phosphorsiure freigemacht wird? Handelt es sich um eine 
einheitliche Substanz, oder sind mehrere Phosphorséureverbindungen bei 
dieser Synthese beteiligt ? Die Tatsache, daB die Phosphorsiéure unter den 
gleichen Umstanden in die Kérperchen eintritt, unter denen, wie wir wissen, 
die Blutkérperchenmembran fiir Traubenzucker durchgingig wird, laBt 
daran denken, daB beide, die Phosphorséure und der Traubenzucker, zu 
einer hexosephosphorsaéureartigen Verbindung, ahnlich dem Lactacidogen 
des Muskels, aufgebaut werden. 

Dagegen sprechen aber verschiedene Umstiande; einmal die Tatsache, 
da8 die Phosphorsdéuresynthese und das Einwandern der Phosphationen 
sehr langsam vor sich gehen, waihrend der Traubenzucker sehr rasch aus dem 
Serum verschwindet, sich allerdings erst spit im Innern der Kérperchen 
bemerkbar macht*). Ferner wiirde dagegen anzufiihren sein, daB, wie wir 
bereits gesehen haben, Traubenzuckerzusatz ohne jeden Einflu8 auf die 
Menge der gebildeten Phosphorséure zu sein scheint. 

Sei dem nun wie es sei, wenn eine hexosephosphorsiureartige Ver- 
bindung entsteht, so hat diese vielleicht reduzierende Eigenschaften, und 
es mu méglich sein, diese Reduktion nachzuweisen, wenn es gelingt, die 
entstandene Verbindung von dem Zucker des Blutes zu trennen. 

Bevor ich auf diese Versuche im einzelnen zu sprechen komme, sei 
zunachst festgestellt, zu welcher Phosphorséurefraktion die entstandene 
bzw. gespaltene Phosphorsaureverbindung gehért. 

Feigl*) und Greenwald *) haben den Begriff der ,,saureléslichen‘‘ Phosphor- 
sdiure aufgestellt und damit diejenigen Phosphorséureverbindungen gemeint, 
die in dem sauren eiweiBfreien Blutextrakt, also in dem sauren Schenck- 
filtrate in Lésung bleiben, im Gegensatz zu jener Phosphorsaure, die an 
Eiwei8 gebunden bei der EnteiweiBung ausfallt, und der Lipoidphosphor- 
séure, die bei dem EnteiweiBungsvorgange ebenfalls mit zu Boden ge- 
risssen werden soll (Feigl). 

Die Bestimmung der saureléslichen Phosphorsiure geschieht durch 
Veraschen des sauren Schenckfiltrates. 

Tabelle XII zeigt nun eine Reihe von Versuchen, in denen sowohl die 
freie (Spalten 1 bis 4) als auch die ,,saurelésliche“‘ Phosphorsaure (Spalten 5 
bis 8) bestimmt wurden, und zwar einmal sofort nach der Entnahme in dem 
noch ungeronnenen Blute (Spalte 1 und 5), fernerhin im defibrinierten Blute 
alsbald nach dem Defibrinieren (Spalten 2 und 6), drittens nachdem das 
Blut eine Zeitlang durchliiftet war (Spalten 3 und 7), und schlieBlich 
(Spalten 4 und 8) nach Kohlenséuredurchleitung. 


1) Hamburger, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1893, 8. 157; van Creveld, 
diese Zeitschr. 128, 304, 1921. 

*) R. Ege, diese Zeitschr. 114, 108, 1921. 

8) J. Feigl, ebendaselbst 112, 27, 1920. 

4) Greenwald, Journ. of biol. Chem. 25, 431; 1916. 
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Tabelle XII. 


Freie und ,,gesamte siurelésliche“ 
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Phosphorsaure des Blutes. 
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Die Zeitdauer der Durchliiftung bzw. der Kohlenséuredurchleitung 
sind fiir den jeweiligen Versuch in Spalte 9 angegeben, und es sei weiterhin 
vermerkt, da8 in den Versuchen 25 bis 33 die Gasdurchperlung in ziemlich 
kraftigem Strome erfolgte, wahrend in den Versuchen 23 und 24 die Gase 
sehr langsam durchgeleitet wurden. 


Bei einer Betrachtung der Spalten 1 bis 4 der Tabelle XII begegnen 
wir wieder der gleichen GesetzmaBigkeit: Geringe Abnahme der freien 
Phosphorséure durch den Defibrinierungsvorgang, gréBere Abnahme durch 
Einleiten von Luft, besonders wenn dies in kraftigem Strome vor sich ging, 
und noch gréBere Zunahme der freien Phosphorsiure beim Einleiten von 
Kohlensaure. 

Die Werte in Spalte 5 bis 8 hingegen fiir die gesamte lésliche Phosphor- 
siure werden durch keine der am Blute vorgenommenen Prozeduren 
merklich beeinflu8t, wenn wir von Versuch 28, Spalte 8, absehen, in dem 
als einzigem bei der Kohlensiuredurchleitung aus unbekannten Griinden 
eine geringe Spaltung auch unldéslicher Phosphorsaéure eingetreten ist. 

Das heiBt also, die Summe der anorganischen und der léslichen or- 
ganischen Phosphorsaure bleibt konstant; mit anderen Worten, es handelt 
sich beim Durchliiften um einen Ubergang von anorganischer Phosphorsaure 
in eine séurelésliche organische Form, und beim Einleiten von Kohlensaure 
um Spaltung einer saureléslichen Phosphorséureverbindung. 

Diese Tatsache setzt uns in den -Stand, der gebildeten bzw. ver- 
schwundenen organischen Phosphorsiure weiter nachzugehen. 

Es gelingt nimlich durch Neutralisieren des sauren Schenckfiltrates 
und Versetzen mit Atzbaryt, eine Methode, die Embden zur Isolierung des 
Lactacidogens benutzte, den gréBten Teil der Phosphorsiureverbindungen 


zu Boden zu schlagen; d. h. die anorganische Phosphorsaure fallt quantitativ 
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mit Baryt, von der organischen fallt ein groBer Teil'!). Es verbleibt ein 
kleiner barytléslicher Rest. Aus der GréBe dieses barytléslichen Restes 
in dem verschieden behandelten Blute laBt sich die GréBe der Barytléslich- 
keit bzw. die Unléslichkeit der gebildeten bzw. gespaltenen organischen 
Phosphorsaure erkennen. Ist diese némlich von der gleichen Unléslichkeit 
wie die Bariumverbindung der anorganischen Phosphorséure, dann mu8 
in allen Fallen der barytlésliche Rest der gleiche sein. 

Entsteht dagegen bei der Synthese eine barytlésliche Phosphorsaure- 
verbindung, dann muB8 der barytlésliche Rest zunehmen, im durchliifteten 
Blut also gréBer sein; umgekehrt wird eine barytlésliche Phosphorsaure 
beim Einleiten von Kohlenséure gespalten, dann mu8 infolge der gréBeren 
Anwesenheit anorganischer, also barytunléslicher Phosphorsaure, in diesem 
Blute ein kleinerer barytléslicher Rest verbleiben. 

Es erwies sich, wie spater zu zeigen sein wird, die in Frage kommende 
Barytverbindung als recht schwer léslich. 

Dadurch war es méglich, dieselbe von dem Blutzucker zu trennen 
und die Gré8e ihrer Reduktion zu bestimmen. 

Der Versuchsgang war folgender: 

Von dem entnommenen Blute wurden vor der Gerinnung etwa 60 ccm 
in ein vorgewogenes GefaB mit 180cem 2proz. Salzsiure eingetragen 
und das Gewicht genau festgestellt. Der Rest wurde defibriniert und koliert. 
Zu den iibrigen Ansitzen wurde sodann die gleiche Gewichtsmenge defi- 
brinierten Blutes benutzt. B wurde unmittelbar nach der Defibrinierung, 
C nach Einleiten von Luft, D nach Einleiten von Kohlensaure mit ebenfalls 
180 cem 2proz. Salzsiure und dann mit 120ccm 5proz. Sublimatlésung 
versetzt. Von dem enteiweiBten und quecksilberbefreiten Filtrate wurden, 
wie immer, 60 ccm zur Bestimmung der freien Phosphorsaure, 15 oder 20 
zur Bestimmung der gesamten (saureléslichen) Phosphorsiéure benutzt. 

Die Ergebnisse dieser Analysen sind. in der schon besprochenen 
Tabelle XIT niedergelegt. 

Der Rest des Schenckfiltrates diente zur Feststellung der Reduktion 
des Barytniederschlags. Zu diesem Zwecke wurden je 100 ccm Filtrat in 
ZentrifugengefaBe gegeben, die bei 107 ccm eine Marke trugen. Dazu 
kamen je 2 cem 33proz. Natronlauge, dann reinster pulverisierter Atzbaryt. 
Unter eifrigem Umriihren mit dem Glasstabe wurde allmiahlich so viel 
Atzbaryt eingetragen, als in Lésung ging. Dabei fiel der charakteristische 
gallertartige Niederschlag aus. Auf dem Fliissigkeitsspiegel bildete sich 
eine diinne Schicht von Bariumcarbonat. Sodann wurden die Glasstabe, 
die zum Umriihren gedient hatten, herausgenommen, abgespritzt, die 
GefaBe zur Marke aufgefiillt und auBer in den Versuchen 25 und 26 fiir 
1 bis 2 Stunden in Eis gestellt. Danach wurde vom Niederschlag abzentri- 
fugiert und dieser zweimal mit etwa 10 ccm eiskaltem Wasser ausgewaschen. 
100 ccm des klaren Zentrifugats wurden mit 10 cem 25proz. Schwefelsiure 
versetzt, von dem bariumfreien Filtrate 100ccem zur Bestimmung der 
barytléslichen Phosphorséurefraktion verascht (Tabelle XIII). 

Der ausgewaschene Barytniederschlag wurde in 3 ccm 6proz. Salzsaure 
aufgenommen, in der er sich unter Aufbrausen zum gréBten Teil, jedoch 
nicht vollstindig léste: es resultierte ein sehr fein verteilter opaker Nieder- 


1) Diese Tatsache wurde in Untersuchungen, die Embden mit Martin 
Erich Mayer und mir wahrend des Jahres 1922 durchfiihrte, festgestellt; 
ihre Veréffentlichung ist aus éuBeren Griinden bisher unterblieben. 
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schlag. Dann wurde mit 5 ccm Wasser verdiinnt und das gesamte Barium 
durch Zugabe von 2 ccm einer etwa 12proz. Kaliumsulfatlésung als Barium- 
sulfat zur Ausfallung gebracht. 

In dieser Bariumsulfataufsechwemmung wurde nun die Reduktion nach 
Bang bestimmt. 

Zunachst wurde die noch schwach salzsaure Lésung durch (6 cem) 
Bangs Alkalilésung neutralisiert; sodann wurden zugefiigt: 1. 4 ccm einer 
0,2612proz. Kupfersulfatlésung, 2. 4 ccm saure Jodatlésung nach Bang, 
3. 4cem Alkalilésung nach Bang. Nach 4,5minutigem Erhitzen im Dampf- 
strahl, 4. 4ccm 20proz. Schwefelsiure. Nach 5 bis 10 Minuten langem 
Stehen geschah die weitere Aufbewahrung bis zur Titration unter Eiskiihlung. 
Unmittelbar vor dieser wurden lecm 5proz. Jodkalilésung und _ fiinf 
Tropfen Bangstiarkelésung zugegeben. Die Titration erfolgte mit n/100 
Thiosulfatlésung, die jedesmal aus n/10 Lésung frisch bereitet wurde. 

Der Bariumsulfatniederschlag stérte bei der Ausfiihrung des Be- 
stimmung, die bis zum Ende in den ZentrifugengefaéBen durchgefiihrt 
wurde, wie zu erwarten war, nicht im geringsten. 

Die Titerstellung erfolgte mit bekannten Glucosemengen. 


Ergebnisse. 

Zuerst sei Tabelle XIII betrachtet, die die Menge der barytléslichen 
Phosphorsaurefraktion in Milligrammen angibt, bezogen auf 100 ccm Blut. 
Tabelle XIII. 

»,Barytlésliche“ Phosphorsaurefraktion des Blutes. 





1 ome om | 3 4 
Nr | ee 8 | nach soit nach i 
sofort Defibrinieren von Luft von 

mg-Proz. mg:-Proz. mg+Proz. mgsProz. 
25 | 9,73 — 10,36 — 
27 | 8,68 sine 8,47 8,33 
29 | 6,85 6,52 7,40 6,44 
30 5,40 4,75 5,62 4,18 
31 | 684 6,84 8,00 6,70 
32 7,31 7,05 8,16 6,55 
33 8,74 a 8,80 bai 


Da zeigt sich denn bei einem Vergleich der Spalten 1 und 3, daB die 
Barytléslichkeit etwas zugenommen hat; d.h., daB beim Einleiten von 
Luft eine Substanz entstanden ist, die nicht ganz so unléslich ist wie an- 
organisches Bariumphosphat. Jedoch ist die Zunahme der Barytléslichkeit 
so gering, daB der weitaus gréBte Teil der neu gebildeten Phosphorsaure- 
verbindung sich mit Sicherheit im Barytniederschlag befindet. 

Von einem Vergleich der Spalten 4 und 1 gilt vice versa dasselbe. In 
diesem Falle hat durch die bei der Kohlensdéureeinleitung eingetretene Ver- 
mehrung der anorganischen Phosphorsiure die Menge der barytléslichen 
Phosphorsaurefraktion etwas abgenommen. Aber auch hier muB gesagt 
werden, daB der weitaus gréBte Teil der Substanz, aus der die Phosphorsiure 
bei der CO-Einleitung frei geworden ist, im Barytniederschlag des A-Blutes 
za finden ist. 
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Nachdem wir nun auf diese Weise Klarheit dariiber geschaffen haben, 
daB einmal der Barytniederschlag aus dem sofort — A — oder unmittelbar 
nach der Defibrinierung gefallten Blute — B — den weitaus gréBten Teil der 
organischen Phosphorsiureverbindungen enthilt, die durch Kohlensiure- 
einleitung der Spaltung unterliegen, daB andererseits in dem Barytnieder- 
schlag aus dem durchliifteten Blute die neu gebildete organische Phosphor- 
sdure zum weitaus gréBten Teil vorhanden ist, kénnen wir an die Betrachtung 
der Reduktionswerte der Barytniederschlage herangehen (s. Tabelle XIV). 

Die Zahlen bedeuten Milligramme, berechnet als Glucose, bezogen 
auf 100g Blut. 


Tabelle XIV. 
Reduktion des Barytniederschlags, berechnet als Glucose. 









































1 2 3 4 
A kK Cc. D 
Nr. doles nach nach Einleiten | nach Einleiten 
Defibrinieren von Luft von CO, 
| } mg-Proz. mg-Proz. | mg-Proz. | mg-Proz. 
i oe saa 5 ee 
os | 1,15 ne aes 117 
i 1,09 —_ 2,22 1,28 
i 0,81 — 2,72 
7 | 3609 aa: 274 1,43 
i 
I 0,93 = 2,24 
odes We es eae i, ie 
90 eae 1,37 3,34 1,74 
| 1,12 3,38 . oe 
30 RT} a ae 65 
31 | 096 0,90 ae 1,44 
092 | osi | Te eee 
0,79 eS ee 0,85 
32 | 0.75 1120) | 807 0,93 





Betrachten wir zunachst die Barytreduktion des Ausgangsblutes 
(Spalten 1 und 2), so sehen wir, daB dieselbe sehr gering ist. Nehmen wir 
giinstigstenfalls an, daB 2 Mol. Phosphorséure (Mol.-Gew. 196) mit einem 
Traubenzuckermolekiil (Mol.-Gew. 180) zusammentreten, so bekommen 
wir die maximale Menge der an Zucker gebundenen Phosphorsavre durch 
Erhéhen der in Tabelle XIV verzeichneten Zahlen um etwa 10 Proz. Das 
wiirde also heiBen, daB von 60 bis 80 mg-Proz., um welchen Betrag die Menge 
der organischen léslichen Phosphorséure im Blute schwankt, etwa 1 bis 
héchstens 1,5 mg an Glucose gebunden waren. 

Die durch Kohlenséureeinleitung verursachte Spaltung organischer 
Phosphorséure kénnte daher nur zu einem verschwindend kleinen Teile auf 
Kosten von Hexosephosphorsaéure erfolgen. 

In der Tat sehen wir denn auch, um das gleich vorweg zu nehmen, die 
Reduktion nach Einleiten von Kohlensaure nicht ab-, sondern deutlich zu- 
nehmen (vgl. Spalte 1 mit 4). 
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Nach Einleiten von Luft (Spalte 3) ist die Zunahme der Reduktion 
des Barytniederschlags eine weit gréBere. Sie betragt das Zwei- bis Dreifache 
des Ausgangswertes und stellt damit einen nicht unbetrichtlichen Teil der 
synthetisierten Phosphorséure dar. 


Als Beispiel diene Versuch 6. 


Synthetisierte Phosphorsiure . . 5,59 mg-Proz. 
(Differenz der Spalten 1 und 3, Tabelle XIIT.) 
Zunahme der Reduktion . . . . 2,14 mg-Proz. Glucose 


(Differenz der Spalten 3 und 1, Tabelle XIV.) 


Fiir die 2,14 mg Glucose wiirden zur Bildung einer Hexosediphosphor- 
saure etwa 2,4 mg Phosphorsaure benétigt, bei der Annahme einer Hexose- 
monophosphorséure etwa 1,2 mg, d.h., zwischen 20 und 40 Proz. der in 
organische Bindung tibergehenden Phosphorséure wiirden an Zucker ge- 
bunden. 

Beim Einleiten von Kohlenséiure wird diese Zuckerphosphorsaure- 
synthese nur quantitativ gehemmt. Wir haben es also mindestens mit zwei 
verschiedenen Phosphorsdureverbindungen zu tun. Einmal mit einer redu- 
zterenden, die einen namhajften Betrag der bei der Synthese gebildeten orga- 
nischen Phosphorsdure ausmacht. Diese unterliegt beim Kohlensdureeinleiten 
nicht der Spaltung; im Gegenteil geht die Synthese derselben trotz Einleitens 
der Kohlensdure, wenn auch bedeutend verlangsamt, weit2r!/ 

Ob diese Phosphorsaéurefraktion am Kohlenhydratstoffwechsel beteiligt 
ist und inwieweit ihr bei der diabetischen Stoffwechselstérung eine Be- 
deutung zukommt, dariiber soll spater berichtet werden. 

Die andere Phosphorsiurefraktion, die die gréBere Menge der unter 
synthesegiinstigen Bedingungen entstehenden Phosphorsiure ausmacht, die 
allein die bei der Spaltung frei werdende Phosphorsiure abgibt, bleibt 
weiterhin véllig unbekannt. Sie ist offenbar in groBer Menge in den Korper- 
chen gespeichert und scheinbar allein fiir das charakteristische Bild des 
Wechsels der Phosphorsiure verantwortlich zu machen. Es mu8 ibr eine 
groBe Bedeutung bei der Atmung zukommen’). 


Zusammenfassung. 


1. Die freie Phosphorsaiure des (vendsen) Gesamtblutes schwankte 
in 43 Versuchen zwischen 7,8 und 18,2 mg-Proz. 

2. Beim Stehen des Blutes bei Kérpertemperatur oder darunter 
tritt fiir eine beschrinkte Zeit anorganische Phosphorsaure in organische 
Bindung iiber. 


1) Schon in Untersuchungen, die von Embden noch wahrend meiner 
Assistententatigkeit im Frankfurter Institut fiir vegetative Physiologie in 
Gemeinschaft mit Martin Erich Mayer und mir, angestellt wurden, konnte 
gezeigt werden, da der in der oben geschilderten Weise gewonnene Baryt- 
niederschlag nach seiner Zerlegung mit Saéuren mindestens zwei verschie- 
dene organische Phosphorséureverbindungen in Lésung treten laBt, eine, 
welche ein schon kristallisiertes, schwerlésliches Brucinsalz von charakte- 
ristischen Eigenschaften liefert, und-eine, welche unter geeigneten Bedin- 
gungen ein Osazon mit Phenylhydrazin bildet, das dem aus Muskellacta- 
cidogen gewonnenen zum mindesten sehr ahnlich ist. 
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Beim Erwarmen des Blutes auf 44 bis 45° geht diese Fahigkeit 
zur Synthese verloren. 

3. Beim Durchleiten von Luft oder Wasserstoff durch Blut tritt 
anorganische Phosphorséure, und zwar in vermehrter Menge als beim 
bloBen Stehen des Blutes, in organische Bindung iiber. 

Beim Durchleiten von Kohlenséure setzt umgekehrt eine fort- 
laufende Spaltung organischer Phosphorsdure ein. 

Beide Vorginge sind in gewissem Grade reversibel. 

4. Zusatz von Natriumbicarbonat steigert die Synthese. 

5. Zusatz von Phosphat fiihrt zu vermehrter Synthese, Anreicherung 
mit Chlorid zu vermehrter Spaltung. 

6. Kationen sind am nicht hamolytischen Blute unwirksam. 

7. Macht man Blut durch Eintragen in Wasser himolytisch, so 
findet eine weitgehende Spaltung organischer Phosphorsiure statt. 

Durch Kalium oder Natrium la8t sich diese Spaltung beschleunigen, 
durch Calcium wird sie gehemmt. 

8. Unter synthesegiinstigen Bedingungen (Stehen des Blutes, 
Einleiten von Luft) tritt sowohl freie als gebundene Phosphorsaure aus 
dem Serum in die Kérperchen iber. 

Beim Durchleiten von Kohlensaure tritt sowohl freie als gebundene 
Phosphorséure aus den Kérperchen aus. 

9. Es handelt sich bei der Synthese um einen Ubergang freier 
Phosphorsiéure in eine saurelésliche organische Form, umgekehrt geht 
bei der Spaltung nur saureldsliche organische Phosphorsaure in freie 
Phosphorsaure iiber. 

10. Ein Teil der synthetisierten Phosphorséiure hat reduzierende 
Eigenschaften und ist wahrscheinlich eine Hexosephosphorsiure- 
verbindung. Diese unterliegt jedoch nicht der Spaltung. 
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Uber die Ernihrung von Pflanzen mit Aldehyden. IV°). 


Von 


Th. Sabalitschka. 


Verhalten und Nachweis von Formaldehyd 
in Pflanzen und Pflanzensubstanz. 


Von 
Th. Sabalitschka und H. Riesenberg. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1924.) 


Unlangst konnten wir zeigen”), daB die Bestimmung des Zuckers 
und der Starke in den mit Formaldehyd behandelten Pflanzen nach 
Sabalitschka durch vielleicht im der Pflanze noch vorhandenen un- 
veranderten Formaldehyd nicht gestért wird. Zum Nachweis und zur 
quantitativen Ermittlung der an sich geringen Formaldehydmengen 
trennten wir diese durch Destillation von den anderen organischen 
Stoffen (Blattextrakt oder Blattpulver) und bestimmten in den Destil- 
laten den Formaldehyd kolorimetrisch mit alkalischer Phloroglucin- 
lésung. Wir fanden in den Extrakten, welche wir gemaB der bei den 
Formaldehydernahrungsversuchen angewandten Methode darstellten, 
Formaldehyd auch nicht in Spuren, in sehr geringen Mengen im Blatt- 
pulver. Das ebenso wie bei den Formaldehydernahrungsversuchen 
behandelte Blattpulver enthielt noch 0,1 mg Formaldehyd. Es war 
nun von Interesse, auf gleichem Wege den urspriinglichen Formaldehyd- 
gehalt der Blatter der mit Formaldehyd behandelten Pflanze zu er- 
mitteln und das Verhalten des Formaldehyds bei der Vorbereitung der 
Blatter zur Zucker- und Starkebestimmung zu studieren. 

Wir boten der Kapuzinerkresse im Dunkeln ebenso wie bei den friiheren 
Versuchen') Formaldehyd in der Atmosphare, und zwar unter Verwendung 
einer 2proz. Paraformlésung. Nachdem sich die Pflanze mehrere Tage 


in der Formaldehydatmosphire befunden hatte, zerrieben wir 1g der 
frischen Blattspreiten mit 5 ccm Wasser zu einem Brei und destillierten 


1) Ber. d. Deutsch. pharmaz. Ges. 82, 278, 1922; diese Zeitschr. 144, 
545, 551, 1924. 
2) Diese Zeitschr. 144, 551, 1924. 
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wie friiher 4 ccm ab. 2 ccm des Destillates benutzten wir zur Phloroglucin- 
probe. Zur kolorimetrischen Schatzung des Formaldehydgehaltes des Blatt- 
breies dienten Vergleichsfarbungen, die wir in gleicher Weise erhielten mit 
Destillaten von Blattbrei, jeweils bereitet aus 1 g frischen, direkt von im 
Freien sich befindenden Kapuzinerkressen genommenen Blattspreiten und 
5 cem Wasser unter Zusatz von Paraform; es wurden zugesetzt 1, 0,5 und 
0,1 mg Paraform. Die Blatter der mit Formaldehyd in der Atmosphiare 
behandelten Pflanzen ergaben eine Farbung, die zwischen den Vergleichs- 
versuchen mit 0,5 und 0,1 mg Paraform lag; die Blatter der Formaldehyd- 
pflanze enthielten somit in 1 g frischen Blattern weniger als 0,5 mg Form- 
aldehyd. 

lg frische Blatter der Formaldehydpflanze wurden getrocknet, ge- 
pulvert, weiter bis zum konstanten Gewicht getrocknet, mit 5 cem Wasser 
angerieben und von dem Gemisch 4 ccm abdestilliert. 2 ccm des Destillats 
dienten zur Phloroglucinprobe. Durchschnittlich gaben 1g frische Blatt- 
spreiten ungefahr 0,1 g absolut trockenes Pulver. Zum Vergleich dienten 
Destillate von 0,1 g Pulver von Blattern, die von im Freien gewachsenen 
Kapuzinerkressen stammten, und 5 ccm Wasser, dem 0,5, 0,3 und 0,1 mg 
Paraform zugesetzt waren. Die Farbung, welche die mit Formaldehyd in 
der Atmosphire behandelte Pflanze ergab, entsprach einem Formaldehyd- 
gehalt von ungefahr 0,2 mg. 

Ferner extrahierten wir 0,15 g des bis zum konstanten Gewicht ge- 
trockneten Blattspreitenpulvers der mit Formaldehyd behandelten 
Kapuzinerkresse mit 25 cem Wasser in derselben Weise wie friiher, saugten 
dann ab, dampften das Filtrat auf dem Wasserbade ein und trockneten 
den Riickstand bis zum konstanten Gewicht. Das Blattpulver wurde mit 
Alkohol nachgewaschen und nach dem vollkommenen Verdunsten des 
Alkohols mit 5 ccm 2proz. Phosphorséure 3 Stunden im siedenden Wasser- 
bade unter dem RiickfluB8kiihler erhitzt; dadurch sollten etwa vorhandene 
Formaldehyd-Eiwei8verbindungen zerlegt werden. Hierauf destillierte man 
4ccm ab und fiihrte mit 2 ccm des Destillates die Phloroglucinprobe aus. 
Die Farbung war nur schwach. Die gleiche Farbung erhielten wir, wenn 
wir 0,15 g absolut trockenes Pulver von Kapuzinerkressenblattern in der 
gleichen Weise mit Wasser extrahierten, mit Alkohol nachwuschen, hierauf 
mit 5cem 2proz. Phosphorséiure und 0,1 mg Paraform versetzten und 
weiter wie oben verfuhren. Das bis zum konstanten Gewicht getrocknete, 
mit Wasser extrahierte und mit Alkohol ausgewaschene Blattpulver der 
mit Formaldehyd behandelten Pflanzen enthielt somit noch ungefahr 
0,1 mg Formaldehyd. 

Den Trockenriickstand des wasserigen Extraktes lésten wir in 5 ccm 
Wasser und destillierten 4ccm ab. In dem Destillat konnten wir Form- 
aldehyd hier nicht nachweisen. 


Es enthielten die frischen Blatter der mit Formaldehyd in der 
Atmosphare behandelten Kapuzinerkresse in 1 g weniger als 0,5 mg, 
die getrockneten Blatter in der entsprechenden Menge Blattsubstanz 
noch ungefahr 0,2 mg, die getrockneten und extrahierten Blatter noch 
ungefaihr 0,1 mg und der Trockenriickstand des wasserigen Blatt- 
extraktes kemen Formaldehyd.. Die beiden letzten Befunde decken 
sich mit unseren friiheren Beobachtungen. Bemerkenswert ist der 
niedrige Gehalt der frischen Blatter an Formaldehyd. 1g frische 
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Blatter enthalten ungefahr 0,9g Wasser; daraus ergibt sich der Form- 
aldehydgebalt fir den Zellsaft geringer als 0,055 Proz. Die im gleichen 
Raume .aufgestellte Formaldehydlésung enthielt 2 Proz., sie war also 
mindestens 40mal so stark. Dies la8t vermuten, daB die Konzentration 
des Formaldehyds in der Pflanze sich nicht der Konzentration der im 
gleichen Raume vorhandenen Lésung anpassen kann, daB also der 
Formaldehyd von der Pflanze zu héheren Kohlehydraten umgeformt 
oder sonstwie verandert wird, so daB er sich dem Nachweis entzieht. 

Hier und auch bei friitheren Versuchen beobachteten wir, daB8 
Formaldehyd, den man Blattsubstanz, z. B. Blattbrei oder Blatt- 
pulver, zusetzt, von dieser bei der Destillation teilweise zuriickgehalten 
wird ; die Farbungen mit der alkalischen Phloroglucinlésung fallen dann 
schwiacher aus, als wenn man die Reaktion mit den Destillaten von 
reinen wisserigen Lésungen derselben Formaldehydkonzentration an- 
stellt. Diese Beobachtung steht im Einklang mit einer Mitteilung 
von H. Fincke?). 


Fincke versetzte frischen Rhabarberblattbrei mit verschiedenen ge- 
ringen Formaldehydmengen und preBte nach Zufiigung von Salzsiure den 
Saft sofort ab; bei einem anderen Versuch lie8 er den Formaldehyd vor 
dem Abpressen 2 Stunden auf den Blattbrei einwirken. Schon bei der 
kurzen Dauer der Einwirkung konnte Formaldehyd, wenn er nur in sehr 
geringen Mengen zugesetzt war, im PreSfsaft nicht mehr nachgewiesen 
werden; bei der zweistiindigen Einwirkung entzog sich dann die zweifache 
Formaldehydmenge dem Nachweis. Auch ein Blattbrei, der 1% Stunde 
im siedenden Wasserbade erhitzt war, besa8 noch die Fahigkeit, Formaldehyd 
zum Verschwinden zu bringen; am stiarksten war das Verschwinden des 
Formaldehyds, wenn man ihn mit dem Blattbrei erwarmte. 

Wir versetzten einen Brei von 1g frischen Rhabarberblattern und 
4cem Wasser mit Il ccm 0,0lproz. Paraformlésung und bewahrten das 
Gemisch 24 Stunden bei Zimmertemperatur auf. Sodann destiliierten 
wir 4 ccm iiber; die Phloroglucinprobe, ausgefiihrt mit 2 cem des Destillates, 
war vollkommen negativ. Setzten wir zu dem Blattbrei die zehnfache 
Menge Paraform und verfuhren ebenso, dann erhielten wir eine Rosafarbung, 
die aber schwicher war, als wenn wir die Phloroglucinprobe mit dem Destillat 
einer reinen wasserigen Lésung derselben Formaldehydkonzentration aus- 
fiihrten. Fiihrten wir die gleichen Versuche mit Blattern der Kapuziner- 
kresse durch, so erhielten wir bereits bei 0,1 mg Paraform eine sehr schwache 
Farbung, bei 1 mg Paraform eine starkere Farbung als bei demselben Versuch 
mit den Rhabarberblattern. LieBen wir die Gemische des Blattbreies der 
beiden Blattarten mit den verschiedenen Formaldehydmengen anstatt 
24 Stunden nur 2 Stunden stehen, so waren die Farbungen mit alkalischer 
Phloroglucinlésung die gleichen. Es diirfte daher die Bindung oder Ver- 
anderung des Formaldehyds durch die Pflanzensubstanz rasch vor sich 
gehen. 

Wenn wir einen Brei von 1g frischen Kressenblattern und 4 ccm 
Wasser mit 1 ccm 0,0lproz. Formaldehydlésung 1 Stunde lang unter dem 


1) Diese Zeitschr. 52, 214, 1913. 
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RiickfluBkiihler im siedenden Wasserbade erhitzten, so erhielten wir nur 
noch eine ganz schwache Farbung mit alkalischer Phloroglucinlésung. Die 
zugesetzte Paraformmenge verhielt sich zum Blattbrei wie 1: 60000, 
zur Blattsubstanz wie 1: 10000. Fincke konnte im Gegensatz dazu bei 
Rhabarberblattern Formaldehyd nicht mehr nachweisen, wenn er unter 
ahnlichen Bedingungen Formaldehyd und Blattsubstanz im Verhiltnis 
1: 6666 aufeinander einwirken lieB. Dies veranlaBte uns, die Versuche unter 
Anwendung von Rhabarberblattern zu wiederholen. Diesmal blieb in der 
Tat auch eine schwache Farbung aus. Erst wenn wir Paraform und Blatt- 
substanz im Verhaltnis 1 : 5000, also 0,2 mg Paraform und 1 g Blattsubstanz 
anwandten, trat eine gerade noch wahrnehmbare Farbung auf; bei einem 
Verhiltnis von Paraform und Blattsubstanz 1: 1000 war die Farbung 
bereits deutlich; sie entsprach aber an Intensitaét nicht der Farbung, welche 
wir bei demselben Versuch mit Kressenblattern erhielten. 


Die Blattsubstanz der Kapuzinerkresse bindet oder verandert 
geringe Formaldehydmengen derart, da ihr Nachweis unméglich wird, 
allerdings in etwas kleinerem MafBe als es Fincke bei Rhabarberblattern 
feststellte. Die damaligen Beobachtungen Finckes haben sich voll- 
kommen bestitigt. 


Die Blattsubstanz entspricht hier dem Verhalten tierischer Substanz 
gegeniiber Formaldehyd. So berichten Simon') und dann C. Salkowski?), 
da8 Formaldehyd schnell aus Blut verschwindet. Wiahrend C. Salkowski 
eine Bindung des Formaldehyds durch die Organe annimmt, schlieBen 
andere auf eine rasche Oxydation des Formaldehyds zu Ameisensiure. 
Immerhin sind es nur geringe Formaldehydmengen, welche die Pflanzen- 
substanz dem Nachweis entzieht. Die dariiber hinaus vorhandenen 
Formaidehydmengen sind im Gegensatz dazu teilweise recht bestiandig; 
war doch der Formaldehydnachweis noch nach langerer Zeit und ver- 
schiedentlicher Behandlung des Pflanzenmaterials méglich. Wir fanden in 
dem bis zum konstanten Gewicht getrockneten und mit Wasser und Alkohol 
extrahierten Blattpulver der mit Formaldehyd behandelten Pflanze stets 
noch geringe Mengen Formaldehyd. Dies entspricht den Beobachtungen 
von H. Lithrig*) und von A. Briining*) an Leichenteilen, Nahrungsmitteln 
und dergleichen, wobei sich die Bestandigkeit des Formaldehyds in solchen 
organischen Stoffen als wesentlich gréBer erwies, als man bisher wegen der 
Reaktionsfaihigkeit des Formaldehyds annahm. 


Die empfindliche Probe auf Formaldehyd mit alkalischer Phloro- 
glucinlésung benutzten wir noch, um nach dem Vorkommen von Form- 
aldehyd in den Pflanzen zu fahnden. 

Man hat sich wiederholt bemiiht, den Nachweis von Formaldehyd in 
den Pflanzen zu erbringen. Th. Curtius und H. Franzen*) oxydierten den 


Formaldehyd zu Ameisensiure und wiesen dann diese nach; sie haben aber 
spéter selbst die Brauchbarkeit des so erhaltenen Formaldehydnachweises 


1) Diese Zeitschr. 65, 87, 1914. 

*) Ebendaselbst 115, 159, 1921. 

3) Pharmazeut. Zentralhalle 68, 597, 1922. 

*) Ber. d. Deutsch. pharmazeut. Ges. 38, 99, 1923. 
5) B. 45, 1715, 1912. 
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verneint'). Kleinstiick®) hat im Cambialsaft der Coniferen mit verschiedenen, 
nicht geniigend spezifischen Reagenzien, Schryver*) im isolierten Chloro- 
phyll mit Phenylhydrazinchlorid, Kaliumferricyanid und konzentrierter 
Schwefelsiure Formaldehyd nachgewiesen. Angelico und Catalano*) wollen 
in zahlreichen Pflanzen Formaldehyd nachgewiesen haben mit dem ,,aktiven 
Prinzip‘‘ von Atractylis gummifera und Schwefelséiure. Dieses Reagens 
soll brauchbar sein bis zur Formaldehydkonzentration 1: 30000. Neuer- 
dings berichten J. H. Priestley und D. Armstead®), sie hatten im Blutungs- 
saft von Fuchsia eine Substanz beobachtet, deren Geruch an Kondensations- 
produkte des Formaldehyds erinnerte. Im Gegensatz dazu konnte 
H. Fincke*) mit fuchsinschwefliger Saure, die noch Formaldehyd in Ver- 
diinnungen 1: 500000 erkennen l48t, Formaldehyd in frischen Blattern 
nicht nachweisen. Die von uns benutzte alkalische Phloroglucinlésung ist 
brauchbar bei Formaldehydlésungen, deren Konzentration noch unter 
1: 1000000 ist. 

1 g frische Blatter einer im Freien wachsenden, belichteten Kapu- 
zinerkresse wurden mit 5ccm Wasser zu einem Brei angerieben und 
von diesem 4 ccm abdestilliert. Die mit je 2ccm des Destillates aus- 
gefiihrte Phloroglucinprobe war vollkommen negativ. Somit war auch 
mit diesem empfindlichen Reagens der Nachweis von Formaldehyd 
in frischen Blattern nicht méglich. 

Aus der Unméglichkeit, Formaldehyd bisher in den Pflanzen nach- 
zuweisen, ergibt sich aber keineswegs die Unrichtigkeit der Baeyerschen 
Assimilationshypothese. Der Formaldehyd wird in der Pflanze bei 
der Assimilation nur voriibergehend erscheinen und ob seiner groBen 
Reaktionsfahigkeit sofort wieder verschwinden, so daB der jeweilige 
Gehalt der Pflanzen an Formaldehyd nur gering ist. P. R. Kégel’) 
kam durch theoretische Uberlegungen zu dem Schlu8, daB der Form- 
aldehyd bereits in seiner Entstehungsform oder noch unmittelbar 
vorher zur Zuckersynthese verwendet werden kann. Weiter konnten 
H. Fincke*®) und wir zeigen, daB geringe Formaldehydmengen, die 
man Pflanzensubstanz zusetzt, von dieser sofort so gebunden werden, 
daB sie sich dem Nachweis entziehen. Daraus lat sich schlieBen, 
daB geringe Formaldehydmengen in Pflanzensubstanz iiberhaupt 
nach den bisherigen Methoden nicht nachweisbar sind, auch wenn 
sie dort an sich vorhanden sind. So spricht die bisherige Unméglichkeit 
des Formaldehydnachweises in den Pflanzen keineswegs gegen die 
Baeyersche Assimilationshypothese, wie auch umgekehrt ein einwand- 


1) Ann. 404, 105, 1914. 

2) B. 45, 2902, 1912. 

%) Proc. Royal Soc. London 82, 226; ref. C. C. 1910, 1, 1366. 
4) Gazz. chim. ital. 48, I, 38, 1913; C. C. 1913, 1, 1352. 

5) New Phytologist 21, 62, 1922; Bot. Centralbl. 2, 166, 1923. 
6) Diese Zeitschr. 52, 214, 1913. 

7) Ebendaselbst 94, 313, 1919. 

8) le. 
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freier positiver Formaldehydnachweis nach R. Willstdtter und A. Stoll) 
noch kein Beweis fiir die Richtigkeit dieser Assimilationshypothese ist. 
Der Formaldehyd kénnte in der Pflanze auch auf andere Weise ent- 
standen sein und nicht durch Desoxydation der Kohlensiure. Hat 
doch C. Newberg?) gezeigt, daB sowohl Methylalkohol wie Glykokoll 
bei Bestrahlung Formaldehyd geben. Beide Stoffe kénnen aber in 
den Pflanzen vorkommen, der Methylalkohol als Komponente des 
Pektins, das Glykokoll als EiweiBspaltungsprodukt. Spoehr*) bewies, 
daB Formaldehyd bei der Photolyse von Glykolsiure, Apfelsiure und 
Essigsiure sich bildet, wahrend M. Volmar‘) die Entstehung von 
Formaldehyd bei der Photolyse von Weinsiure feststellte, was wiederum 
dem von @. Neuberg®) bei anderen Oxysiéuren schon friiher beob- 
achteten Abbau analog ist. 


1) B. 50, 1777, 1918; R. Willstdtter und A. Stoll, Untersuchungen iiber 
die Assimilation der Kohlensaure, 8. 377. Berlin 1918. 

2) Diese Zeitschr. 18, 305, 1908; 29, 279, 1910. 

8) Ebendaselbst 57, 95, 1913. 

*) C. r. 176, 742; ref. C. C. 1923, 8, 1212. 

5) le. 
































Hartog Jakob Hamburger fF. 


Einer der bedeutendsten zeitgendssischen Physiologen, 
dessen Lebenswerk im wesentlichen die biochemische Seite 
seines Faches umfaBte, ist mit Prof. H.J. Hamburger dahin- 
gegangen ; am 4. Januar dieses Jahres verschied er in Groningen, 
der Statte seiner langjihrigen Tatigkeit. Uber die Laufbahn 
Hamburgers unterrichtet eine Biographie aus der Feder seines 
Freundes Ernst Cohen, Utrecht, im Festbande der .,,Bio- 
chemischen Zeitschrift‘, der im Jahre 1908 dem grofen 
Gelehrten gewidmet worden ist. 

Die zahlreichen von Hamburger und von den Forschern, 
die sich um ihn scharten, in dieser Zeitschrift veréffentlichten 
Arbeiten zeigen, daB es besonders die physikalisch-chemischen 
Zweige der Biochemie gewesen sind, die Hamburger gepflegt 
und von den verschiedensten Richtungen her geférdert hat. 
Grundlegend fiir die Wissenschaft wie fir sein Lebenswerk 
wurde seine Jugendarbeit iiber die Verainderung der roten 
Blutkérperchen mit dem Wechsel der osmotischen Bedingungen 
des sie umgebenden Mediums. Seine Experimente tiber die 
Permeabilitat der Zellen, seine Feststellungen tiber die Rolle 
der Calciumionen bei der Phagocytose, seine und seiner Schiiler 
grundlegenden Beitrige zur Lehre von der Himolyse, die 
Arbeiten der letzten Jahre iiber die biologische Differenzierung 
stereoisomerer Zuckerarten, ferner die Untersuchungen iiber 
die verschiedenen Verbindungen (Vagusstoffe, Syvmpathicus- 
stoffe), die bei den Nervenreizungen frei werden und auf 
humoralem Wege dann Effekte an verschiedenen Organen 
aéuBern und ihr Zusammenwirken regeln, die von ihm ge- 
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schaffenen neuen mikrochemischen Methoden, bei denen er 
sich mit gréBtem Erfolge der Leistungen der Zentrifuge be- 
diente, bilden fir alle Zeit grundlegende Ergebnisse der 
Biochemie. 

Durch sein in weiteste Kreise gedrungenes Werk: ,,Os- 
motischer Druck und Ionenlehre in den medizinischen Wissen- 
schaften“ hat er sich um die Verbreitung physikalisch- 
chemischer Kenntnisse unvergiingliche Verdienste erworben, die 
Biologen und Chemiker mit hohem Danke anerkannt haben. 
H.J. Hamburger hat viel dazu beigetragen, daB der vom 
klassischen Lande der physikalischen Chemie seit den Tagen 
van ’t Hoffs ausgehende befruchtende Einflu8 der physika- 
lischen Chemie heute die gesamten biologischen Disziplinen 
umspannt. 


C. N. 





Der Verwendungsstoffwechsel siurefester Bakterien. I. 
Von 
H. Braun, A. Stamatelakis und Seigo Kondo. 


(Aus der bakteriologisch-hygienischen Abteilung des hygienischen 
Universitatsinstituts in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1924.) 


Einleitung. 


Die genaue Kenntnis des Stoffwechsels der pathogenen Mikro- 
organismen ist in mehrfacher Hinsicht von Bedeutung. Die Grundlage 
bildet der Verwendungsstoffwechsel der Keime, d. h. die Frage: Aus 
welchen Stoffen und unter welchen besonderen Bedingungen kénnen 
die Bakterienarten dauernd ihre Koérpersubstanz aufbauen? Geht man 
in dieser Weise vor, so gelangt man, wie in friheren Untersuchungen 


von H. Braun und C. E.Cahn-Bronner') an Bakterien der Typhus- 
Koligruppe gezeigt worden ist, zu Nahrbéden, die nur wenige, einfach 
gebaute chemische Stoffe enthalten, so daB ohne weiteres ersichtlich 
ist, wo die Phosphor-, wo die Stickstoff- und Kohlenstoffquelle, und 
wo die energiespendende Substanz zu suchen ist. So laBt sich zunachst 
fiir die einzelnen Arten das Unentbehrliche an Nahrstoffen feststellen, 
indem man ihnen nur je eine Phosphor-, Stickstoff- und Kohlenstoff- 
verbindung bietet und dafiir die einfachsten Stoffe auswihlt, mit 
welchen eine dauernde Fortziichtung méglich ist. Durch Variationen 
der chemischen und energetischen Bedingungen lassen sich dann die 
Anspriiche der verschiedenen Arten und der verschiedenen Stimme 
derselben Art priifen. 

Wir méchten hier ganz kurz die Fragen aufwerfen, deren Lésung 
mit Hilfe des Studiums des Verwendungsstoffwechsels versucht werden 
sollte. 

Die tiblichen Ziichtungsmethoden, die sich des Fleischwassers als 
Nahrbodengrundlage bedienen, sind zwar fiir die Diagnostik und Ab- 
grenzung der verschiedenen Bakterienarten brauchbar. Aber es wird 
wohl jeder zugeben miissen, daB sie in dieser Hinsicht bei manchen 


1) Diese Zeitschr. 181, 1922. 








382 H. Braun, A. Stamatelakis u. 8. Kondo: 


Bakterienarten versagen. Der Stoffwechsel ist in ihnen uniibersichtlich 
und viel zu kompliziert. Dagegen la8t sich in den einfachen kiinstlichen 
Niahrbéden die Assimilation und Dissimilation der verschiedenen dar- 
gebotenen Stoffe genauestens priifen. Auf diese Weise werden Stoff- 
wechselunterschiede feststellbar, die sich in den gewéhnlichen Nihr- 
béden unserer Beobachtung entziehen. Um Wiederholungen zu ver- 
meiden, méchten wir auf die Anfiihrung von Beweisen fiir diese Be- 
hauptung hier verzichten und verweisen auf unsere friiheren Arbeiten 
an Typhus-, Paratyphus A- und B-, Shiga-Kruse- und Kolibazillen usw., 
die in dieser Zeitschrift 131, 1922, erschienen sind. Es mége nur erwahnt 
werden, da es mit Hilfe der Untersuchung des Verwendungsstoff- 
wechsels nachzuweisen gelang, daB es Unterschiede nicht nur zwischen 
den verschiedenen Bakterienarten, sondern auch zwischen den ver- 
schiedenen Stammen derselben Art, ja sogar zwischen den verschiedenen 
Individuen derselben Kultur gibt. Diese Unterschiede beziehen sich 
auf die Assimilation, Dissimilation und auf den Energiebedarf. So 
kann man z. B. gelegentlich aus einer Typhusbazillenkultur Keime 
ziichten, die Ammoniak nicht zu assimilieren vermégen, und gleich- 
zeitig solche, die Ammoniak als Stickstoffquelle benutzen kénnen; 
unter den Ammoniak verwertenden Keimen kann man wiederum solche 
herausziichten, die Citronensiure anzugreifen vermégen, und solche, 
die dazu nicht befahigt sind. Die verschiedenen Typhusbazillenstamme 
kénnen also sowohl in ihren assimilatorischen wie dissimilatorischen 
Fahigkeiten Unterschiede aufweisen. 

Da die Untersuchung des Stoffwechsels mit Hilfe der iiblichen 
Fleischwassernihrbéden die Entscheidung der Frage iiber die ver- 
wandtschaftlichen Beziehungen und die Abgrenzung der verschiedenen 
sdurefesten Bakterien bis jetzt nicht herbeifiihren konnte, schien uns 
der Weg iiber die Untersuchung des Verwendungsstoffwechsels gangbar. 

Mit einigen Worten wollen wir noch darauf eingehen, inwiefern 
die Priifung des Verwendungsstoffwechsels der Bakterien auch fiir die 
Lésung anderer Fragen herangezogen werden kénnte, 

Wenn wir von einem Mikroorganismus wissen, welche Stoffe un- 
bedingt zu seinem Leben notwendig sind, so liegt der Gedanke nahe, 
zu untersuchen, ob die besondere Disposition mancher Kérpergewebe 
fiir bestimmte Infektionen mit dem reichlichen Gehalt an den not- 
wendigen Nahrungsbestandteilen zu erklaren ist. Selbstverstandlich 
wird die Unempfanglichkeit nicht in allen Fallen auf die Abwesenheit 
der notwendigen Nahrungsbestandteile zuriickzufiihren sein. Denn das 
Wachstum wird auch ausbleiben, wenn das Organ die nétigen Nahrungs- 
bestandteile enthalt, aber gleichzeitig AbwehrmaBnahmen gegen die 
Infektion besitzt. Die Vorbedingung aber, da8 ein Mikroorganismus in 
einem Gewebe wachsen kann, ist, daB die notwendigen Nahrungs- 
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bestandteile vorhanden sind. Wir werden bei der Besprechung des 
Verwendungsstoffwechsels des Tuberkelbazillus auf diese Frage zuriick- 
kommen. 

Besonders nétig ist es, mit Hilfe der aus chemisch bekannten 
Stoffen hergestellten Nihrbéden die Stoffwechselprodukte der Mikro- 
organismen zu untersuchen. Man wird sie in reinerer Form gewinnen 
kénnen und wird auch den Versuch unternehmen, ihre chemische 
Natur zu ergriinden, was in den iiblichen Nahrbéden wegen ihrer 
Kompliziertheit sehr schwierig oder unmdéglich ist. Wir denken dabei 
nicht nur an die Gifte, sondern auch an das Studium der Fermente. 
Die Fermentforschung hat in dieser Richtung M. Jacoby") in Angriff 
genommen. Die wichtigen Untersuchungen M. Jacobys miiBten un- 
bedingt mit geeigneten Bakterien aufgenommen und vertieft werden. 
Der Bacillus pyocyaneus zeichnet sich z. B. durch eine auferordent- 
liche Mannigfaltigkeit seiner Fermentleistungen aus. Er vermag so- 
wohl Kohlenhydrate wie EiweiBkérper und Gelatine anzugreifen, und 
er laBt sich in den kiimstlichen Nahrbéden ausgezeichnet ziichten. 
Gerade an diesem Objekt die Bedingungen der Fermentbildung und 
dessen Natur zu untersuchen, scheint uns sehr erfolgversprechend 
zu sein®), 

Die Analyse der Ernahrungsprozesse der Bakterien, vor allem die 
Frage, auf welchem Wege die Assimilation der verschiedenen Niahrstoffe 
vor sich geht, ist in den kiimstlichen Nahrbéden exakt durchfiihrbar 
und verspricht unserer Meinung nach zur Liésung mancher Fragen der 
Ernahrungsphysiologie beizutragen. 

Bevor wir auf die Schilderung des Verwendungsstoffwechsels der 
saprophytischen siurefesten Bakterien eingehen, mége die verwendete 
Methodik beschrieben werden. 


Die Versuchstechnik. 


Wir wollen uns hier nur auf die allgemeinen Grundziige der Technik 
beschranken, und diirfen wohl, um Wiederholungen zu vermeiden, auf die 
ausfiihrliche Beschreibung unserer Methodik in friiheren Arbeiten*) ver- 
weisen. Diese muBte in einigen Details den neuen Aufgaben angepabt 
werden. 

Um nach Moéglichkeit alle unbekannten Beimengungen auszuschalten, 
mu8 selbstverstandlich méglichst reines Wasser und die reinsten erhilt- 
lichen Substanzen verwendet werden. Wir benutzten zu unseren Versuchen 
doppelt destilliertes Wasser, das wir in GlasgefaBen aus Jenaer Glas auf- 


1) Jacoby, M., diese Zeitschr. 74, 1916; 79—81, 88—84, 1917; 85—88, 
1918. 

*) Braun und Cahn-Bronner, Centralbl. f. Bakt., I. Orig., 86, H. 3, 1921; 
diese Zeitschr. 181, 1922; siehe auch A. Liot, An. de l’Inst. Pasteur 87, 1923. 

8) Diese Zeitschr. 181, H. 3/4. 








iz 





384 H. Braun, A. Stamatelakis u. 8. Kondo: 


bewahrten. Die Ziichtungen wurden nicht in Reagenzglasern, sondern in 
kleinen Erlenmeyerkélbchen aus gewéhnlichem Glas von 30 bis 50 ccm 
Inhalt ausgefiihrt. Denn zum Wachstum unter den gewahlten primitiven 
Ernihrungsbedingungen ist, wie uns die Untersuchungen an den Bakterien 
der Typhus-Koligruppe gezeigt haben, reichliche Sauerstoffzufuhr eine der 
wichtigsten Vorbedingungen. Aus auBeren Griinden war es uns nicht méglich, 
GefaBe aus Jenaer Glas zu benutzen. Wir muBten deshalb mit Spuren von 
aus dem Glas gelésten Stoffen in unseren Nahrfliissigkeiten rechnen. Um 
diese Fehlerquelle nach Méglichkeit zu vermeiden, wurden die mit Wasser 
gefiillten GefaéBe, bevor sie benutzt wurden, lingere Zeit im Dampftopf 
erhitzt, nachher vaporisiert und dann erst verwendet. Die Chemikalien 
wurden von den chemischen Werken E. Merck in Darmstadt, zum Teil 
von den Héchster Farbwerken, bezogen. Ofters lieBen wir diese Chemi- 
kalien von sachverstandiger Seite auf Reinheit priifen. 

Was die Zusammensetzung der Nihrbéden betrifft, so waren wir 
darauf bedacht, diese nach Méglichkeit konstant zu erhalten. Deshalb 
gingen wir meist von bestimmten Stammlésungen aus und variierten je 
nach Bedarf nur eine Komponente. Als Beispiel diene die Herstellung 
der Nahrlésungen zur Priifung des Kohlenstoff-Verwendungsstoffwechsels: 
Wir stellten uns eine Stammlésung her, die in 100 cem doppelt destillierten 
Wassers 1g NaCl, 1g Ammoniumsulfat, 0,01 g Magnesiumsulfat, 0,4 g 
Kaliumphosphat (1 Teil primares + 3 Teile sekundéres Kaliumphosphat) 
enthielt. Diese Lésung wurde +), Stunde im Dampftopf sterilisiert und auf 
Reaktion gepriift. Sie reagierte auf Lackmus schwach alkalisch. Bei der 
Priifung mit Indikatoren nach Michaelis betrug pg = 7,1. Von den zu 
untersuchenden Kohlenstoffquellen wurden lproz. Lésungen hergestellt, 
eventuell neutralisiert und dann sterilisiert. _Nachher wurden gleiche 
Mengen der Stammlésung mit gleichen Mengen der Lésungen der verschie- 
denen Kohlenstoffquellen zusammengemischt und 10 Minuten im Dampf- 
topf sterilisiert. Der prozentuelle Gehalt an den einzelnen Bestandteilen 
war dadurch auf die Halfte reduziert. Auf analoge Weise gingen wir auch 
bei der Herstellung verschiedener anderer Nahrbéden vor, die spater be- 
sprochen werden. Die Reaktion der Nahrbéden wurde stets mit der Indikator- 
methode nach Michaelis bestimmt. Im allgemeinen wahlten wir py, 6,9 bis 
7,1. Wenn noétig, wurde die Neutralisation und die Alkalisierung mit 
n/10 Sodalésung vorgenommen. Nur fiir besondere Zwecke, die im Text 
bezeichnet sind, wurde die Wasserstoffionenkonzentration variiert. In 
einer besonderen Mitteilung soll tiber die Rolle der py-Konzentration 
berichtet werden. 


Die Beimpfung der Nahrlésungen geschah mit einer groBen Ose. Die 
erste Passage wurde von festen Nahrbéden angelegt, um die Ubertragung 
der Nahrstoffe aus der bouillonhaltigen Ausgangskultur nach Mdéglichkeit 
zu vermeiden. Stets wurden mehrere Kolbchen gleichzeitig geimpft, da man 
bei den saiurefesten Bakterien 6fters UnregelmaéBigkeiten erlebt, indem in 
zwei gleichzeitig beimpften K6lbchen in dem einen das Wachstum ein gutes, 
in dem anderen ein kiimmerliches ist oder sogar ganz ausbleibt. Worauf 
diese UnregelmaBigkeiten zuriickzufiihren sind, konnten wir nicht ergriinden. 
Sie sind aber so haufig vorhanden, daB die gleichzeitige Beimpfung mehrerer 
Kélbchen gleicher Nahrlésung stets, auch bei Passagen, erforderlich ist. 
Die Beimpfung muB8 meist so vorgenommen werden, da8 die Kulturmasse 
an der Oberfliche der Nahrfliissigkeit schwimmt. Zur Abimpfung wahlten 
wir nach Mdéglichkeit jiingere Kulturen, je nach Bakterienart, mehrere 
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Tage bis einige Wochen alt. Niemals beschrankten wir uns bei der Priifung 
des Verwendungsstoffwechsels mit dem Wachstum in einer Passage, sondern 
stets wurden mindestens fiinf Passagen in demselben Nahrboden durch- 
gefiihrt. Erst die Erfiillung dieser Forderung gibt uns die Sicherheit, daB 
der Kérperaufbau der Mikroorganismen allein aus den dargebotenen Nédhr- 
stoffen und nicht etwa aus den mitiibertragenen Ndahrmaterialien der glycerin- 
bouillonhaltigen oder eierhaltigen Ndhrbéden oder durch Reservestoffe, die in 
den Bakterienleibern aus der Zeit ihrer Zucht auf optimalen Ndhrbéden her- 
rithren, erfolgt. Dieser Umstand erfordert unserer Ansicht nach eine be- 
sondere Beachtung. Gerade bei den siurefesten Bakterien haben wir es 
des 6fteren erlebt, daB auf bestimmten kiinstlichen Nahrbéden in den 
ersten Passagen Wachstum feststellbar war, wahrend es nicht in Passagen 
fortgefiihrt werden konnte. Diese wichtige Fehlerquelle ist von vielen 
Autoren unbeachtet geblieben. 

Noch ein anderer Umstand, den wir in unseren friiheren Arbeiten 
bereits hervorgehoben haben, ist beachtenswert. Impft man aus einem 
nahrstoffreichen Nahrboden, wie ihn z. B. die Glycerinbouillon darstellt, 
in einen nahrstoffarmen ab, so kann das Wachstum ausbleiben, waihrend die 
Kultur angeht und in Passagen fortziichtbar ist, wenn sie von einem anderen 
nahrstoffarmen, aus chemisch bekannten Substanzen zusammengesetzten 
Nahrboden angelegt wurde. Wir haben deshalb bei der Untersuchung 
des Verwendungsstoffwechsels der pathogenen saurefesten Bakterien die Be- 
impfungen der Nahrfliissigkeiten meist auch aus einer gut gewachsenen 
Kultur eines nahrstoffarmen Mediums vorgenommen. Meist wurde dazu 
ein Nahrboden benutzt, der Ammoniak als einzige Stickstoffquelle und 
zwet Kohlenstoffquellen (Natriumacetat und Glycerin) enthielt und in 
dem alle gepriiften siurefesten Bakterien wuchsen. 

Die Bebriitung erfolgte je nach Bedarf bei 22° oder bei 37°, und wurde 
stets auf langere Zeit ausgedehnt. Wir bebriiteten unsere Kulturen bis zu 
2Monaten. Um das Austrocknen der Nahrfliissigkeiten zu vermeiden, 
wurden in kleine Erlenmeyerkélbchen von 30 ccm Inhalt meist 7 bis 10 cem 
Nahrfliissigkeit gegeben. AuBerdem wurde fiir starke Feuchtigkeit der 
Brutschrankluft gesorgt. Die einzelnen Kulturen wurden dauernd auf Reinheit 
mit Hilfe von Gramfairbung und Ziehl-Neelsenfarbung und durch Ziichtung 
auf geeigneten festen und fliissigen bouillon-, eventuell glycerin- und eier- 
haltigen Nahrbéden gepriift. 

Alle Stoffwechseluntersuchungen wurden nur in fliissigen Nahrbéden 
durchgefiihrt, da agarhaltige feste Naihrbéden nach unseren Erfahrungen 
keine Garantie chemischer Reinheit bieten. 

Einige Worte miissen wir tiber die Beurteilung des Wachstums sagen: 
Auf dieses mu8 besonders genau geachtet werden. Handelt es sich doch bei 
diesen Untersuchungen nicht um die Frage, ob die dargebotenen Ndhrstoffe 
ein schnelles und iippiges Wachstum gestatten, sondern einzig und allein um 
die Frage der Unentbehrlichkeit wnd der unmittelbaren Assimilierbarkeit 
und Angreifbarkeit der Nahrmaterialien. Unter den gewahlten primitiven 
Bedingungen ist das Wachstum oft nur bei besonders sorgfaltiger Beob- 
achtung feststellbar. An der Oberfliche der beimpften Nahrbéden bilden 
sich manchmal nur ganz zarte Netze und hauchartige Hautchen, die bei 
fliichtiger Betrachtung der Beobachtung entgehen, und die doch ein Beweis 
dafiir sind, daB die gelieferten Nahrstoffe, wenn auch miihsam, verwertet 
worden sind. Um dieses geringe Wachstum nicht zu iibersehen, ist es not- 
wendig, die Kélbchen stets nicht nur im auffallenden, sondern vor allem im 
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durchfallenden Lichte zu betrachten; wihrend-man haufig bei der Betrachtung 
der Nahrbodenoberflache von oben kein Wachstum sieht, zeigt sich bei 
dem Betrachten der Nahrfliissigkeit von unten durch den Boden des K6lb- 
chens ein deutliches, blaulich-weiBes, sehr zartes Hautchen oder Netz, das 
haufig die ganze Oberflache der Niahrfliissigkeit bedeckt. Auf diese Tatsache 
méchten wir hier besonders hinweisen! 


I. Teil. 
Der Verwendungsstoffwechsel des Timotheebazillus. 

Uber die synthetischen Fahigkeiten saprophytischer siurefesten 
Bakterien liegen bereits einige griindliche Arbeiten vor, so die von 
Séhngen1), Vierling?), Long*), Stephensohn, M. und M. Dampier 
Whetham*). Da sich aber die Methoden dieser Autoren in manchen 
wesentlichen Momenten von der unserigen unterscheiden (Benutzung 
agarhaltiger Nahrbéden, Fehlen von Passagen usw.), haben wir es 
unternommen, mit unserer Methodik die Untersuchungen durchzu- 
fihren, um den Stoffwechsel der Saprophyten mit dem der patho- 
genen saurefesten Bakterien vergleichen zu kénnen. Von den Sapro- 
phyten wurde von uns am eingehendsten der Timotheebazillus von 
Moller gepriift. Die Kultur verdanken wir den Herren Geheimrat 
Kolle und Dr. Schlossberger. Sie zeigte folgendes Verhalten bei der 
iiblichen bakteriologischen Untersuchung: 


Morphologie und Fiarbbarkeit: Bei der gewéhnlichen Gramfiarbung 
von Agarkulturen sieht man Stabchen verschiedener Linge, ganz kurze bis 
mittellange, die Form ist sehr mannigfaltig, die Farbung sehr ungleich- 
maBig: Im entfarbten Bakterienleib sieht man 6fters dunkelblauschwarze 
K6érnchen. Bei der Ziehl-Neelsenfairbung sind entfairbte und rotgefarbte 
Stabchen vorhanden. Sowohl bei 22° wie bei 37° wiachst der Timotheebazillus 
auf den iiblichen bouillonhaltigen Nahrbéden. Auf dem gewoéhnlichen 
Nahragar bildet er nach einigen Tagen einen tippigen trockenen, weiBlichen, 
runzeligen Belag. In der Bouillon entsteht ein Hautchen, das entlang der 
Glaswand emporsteigt. Auf Léfflerserum bildet sich ein hellgelber, dicker, 
kriimeliger Belag. Tryptische Fermente werden auf diesem Nahrboden 
nicht gebildet. In der Gelatinestichkultur wachst er nur an der Oberflache 
und verfliissigt die Gelatine nicht. In tryptophanhaltigen Nahrbéden 
(Trypsinbouillon nach Frieber) bildet er ein zartes Hautchen, Indolbildung ist 
nicht nachweisbar. In Traubenzuckerbouillon wachst er nur bei aeroben, nicht 
unter anaeroben Verhiltnissen. Die Kolonieform auf dem gewoéhnlichen 
Agar hat nach einigen Tagen folgendes Aussehen: Sie stellt ein unregel- 
maBig begrenztes trockenes Hiutchen dar, das in der Mitte braéunlich, am 
Rand wei8-gelblich ist. Bei schwacher VergréBerung sieht man einen 
gewellten Rand, der fein ausgefranst ist. Die Oberflache ist runzelig. Auf 
Glycerinagar bildet der Timotheebazillus bei 37° nach einigen Tagen einen 


1) Centralbl. f. Bakt., Orig. IT, 37, 1913. 
2) Ebendaselbst 52, 1920. 

3) Amer. rev. of tubercul. 5, 1922. 

4) Proc. of the roy. soc., Ser. B, 98, 1922. 
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gewellten, trockenen, dicken, weiSlich-gelblichen Rasen. Bei 22° wachst 
er gut, aber nicht so schnell wie bei 37°. Bei langerer Bebriitung bildet er 
auf ihm zusagenden Nahrbéden einen gelblichen Farbstoff. Amylase und 
Lipasen gegen Rinder- und Schweinefett sind nicht nachweisbar. Auf 
Agarplatten, denen defibriniertes gewaschenes Kaninchenblut zugesetzt 
wurde, tritt bei zwei- bis dreitdgiger Bebriitung Himolyse ein. 

Was die Virulenz betrifft, so haben wir dieselbe am Meerschweinchen 
gepriift. GroBe Mengen der Kultur (% Agarkultur) subkutan in der Schenkel- 
beuge injiziert, verursachten eine Lymphdriisenschwellung, die manchmal, 
wenn auch nicht immer, zu Eiterung und Durchbruch fiihrte. Der ProzeB 
heilte aus. Wurden die Tiere nach mehreren (3 bis 5) Monaten getétet, so 
konnten in den inneren Organen makroskopisch keinerlei Veranderungen 
wahrgenommen werden, und auch an der Infektionsstelle war auber 
Verwachsungen kein pathologischer Befund feststellbar. 


Bei der Untersuchung des Stoffwechsels der sdurefesten Sapro- 
phyten stieBen wir auf eine Eigenschaft, die bis jetzt nicht geniigende 
Beachtung gefunden hatte. Diese Mikroorganismen sind nimlich von 
einer auBergewohnlichen Geniigsamkeit. Da diese Tatsache sowohl fir 
die Technik der ernihrungsphysiologischen Versuche, wie auch fir die 
Charakteristik dieser Mikroorganismen von Wichtigkeit ist, méchten 
wir einige Versuche, die diese Frage betreffen, der Besprechung des 
Verwendungsstoffwechsels des Timotheebazillus voranstellen. 

Impft man eine Nahrlésung, die in 100 ccm Wasser 0,5 g NaCl, 
0,5 g Ammoniumsulfat, 0,005 g Magnesiumsulfat und 0,2 g Phosphat- 
gemisch (1 Teil primares und 3 Teile sekundares Kaliumphosphat) 
enthalt, der also eine Kohlenstoffquelle feAlt, mit dem Timothee- 
bazillus und bebriitet bei 37°, so kann man ein miihsames, kiimmerliches 
Wachstum in Passagen feststellen. Ein Versuch mége besprochen 
werden. 

Die am 11. Oktober 1922 beimpfte Nahrlésung zeigte am 17. Oktober 
geringes Wachstum. Am 27. Oktober ist bereits ein groBer Teil der Nahr- 
bodenoberflache mit einem sehr zarten Hautchen bedeckt, das aus gram- 
positiven und séurefesten Staébchen besteht. Von dieser Kultur wurde am 
23. Oktober die erste, von letzterer am 3. November die zweite, dann am 
17. November die dritte, nachher am 28. November die vierte, am 4. De- 
zember die fiinfte Passage abgeimpft. Am 12. Januar wurde der Versuch 
abgeschlossen. Auch in der fiinften Passage entwickelte sich ein sehr zartes 
Hiautchen, das einen groBen Teil der Nahrbodenoberfliche bedeckte. 
Wurden Kélbchen, die physiologische Kochsalzlésung oder destilliertes 
Wasser enthielten, beimpft, so erfolgte kein Wachstum. 


Die Zichtung in dem oben angefihrten kohlenstofffreien Nahr- 
boden erstreckte sich also in fiinf Passagen 3 Monate lang. Das Wachstum 
kénnte so erklart werden, da8 die Bakterien kohlenstoffhaltige Reserve- 
stoffe in ihrem Kérper enthielten, die sie erst allmahlich aufbrauchten. 
Diese Annahme scheint uns aber keine groBe Wahrscheinlichkeit zu 
haben; plausibler ist die Annahme, daB die kohlenstoffhaltigen Be- 
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standteile der Brutschrankluft das Wachstum erméglichten. Wissen 
wir doch durch die Untersuchungen von Séhngen, daB die siure- 
festen Saprophyten das der Luft in gasférmiger Form beigemischte 
Benzin, Petroleum usw. als Kohlenstoff- und Energiequelle verwerten 
k6énnen. 

Welche Kohlenstoffverbindungen der Luft in unseren Versuchen 
die C-Quelle bilden, muB eingehend gepriift werden. Zurzeit kénnen 
wir nichts Bestimmtes dariiber aussagen. 

Der Ausfall dieser Versuche veranlaBte uns, zu untersuchen, ob 
ein Wachstum des Timotheebazillus bei Abwesenheit ciner Stickstoff- 
quelle méglich ist. In einer Nihrlésung, die 0,5 Proz. NaCl, 0,2 Proz. 
Phosphatgemisch, 0,005 Proz. Magnesiumsulfat und 0,5 Proz. Natrium- 
acetat enthielt, die also keinerlei Stickstoffsubstanzen enthielt, konnte 
der Timotheebazillus in der Tat, wenn auch sehr langsam und miihsam, 
in Passagen wachsen. Es gelang zwar nicht, bei jeder Abimpfung 
Wachstum zu erzielen, aber bei wiederholten Versuchen war es méglich, 
den Timotheebazillus in fiinf Passagen zu ziichten. Er bildete ein sehr 
zartes Haiutchen, das nach langerer Zeit den gréBten Teil der Nihrboden- 
oberflache bedeckte. Wir hatten natiirlich Verdacht gehabt, daB die 
zu der Nahrlésung benutzten Substanzen geringe Mengen stickstoff- 
haltiger Stoffe enthalten kénnten. Wir baten deshalb Herrn Privat- 
dozent Dr. Laquer, dem wir auch an dieser Stelle unseren verbind- 
lichsten Dank sagen méchten, um die Untersuchung der verwendeten 
Salze auf stickstoffhaltige Beimengungen. Wie er uns mitteilte, gelang 
es ihm mit Mikromethoden nicht, solche Verunreinigungen nachzuweisen. 
Es ist deshalb anzunehmen, da8B der Timotheebazillus mit den stick- 
stoffhaltigen Substanzen auskommt, die er aus der Brutschrankluft 
beziehen kann. Um die hier vorgebrachten Tatsachen sicherzustellen, 
haben wir noch Versuche an Niahrlésungen angestellt, der sowohl 
Stickstoff- wie Kohlenstoffsubstanzen fehlten. Wir impften den Stamm 
in eine Nahrlésung, die 0,5 Proz. NaCl, 0,2 Proz. Phosphatgemisch, 
0,005 Proz. Magnesiumsulfat enthielt. Entsprechend unseren vorigen 
Versuchen konnten wir nachweisen, da8 auch in dieser Nahrlésung 
ein langsames, aber in Passagen fortfiihrbares Wachstum méglich ist. 
Zur Ausfiihrung von fiinf Passagen haben wir allerdings die Zeit von 
einem halben Jahre bedurft. In solchen stickstoff- oder kohlenstoff- 
freien Niahrfliissigkeiten ist das Wachstum des Timotheebazillus beim 
Zutritt nicht gereinigter Brutschrankluft ein sehr diirftiges und sehr 
langsames. Es li Bt sich daher unter Beriicksichtigung der Schnelligkeit 
des Wachstums und der Uppigkeit der Kulturen der Verwendungs- 
stoffwechsel untersuchen. Natiirlich mu8 bei der Bewertung der 
Ergebnisse auf die beschriebene Fehlerquelle Riicksicht genommen 
werden. 
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A. Verwertung von Kohlenstoffquellen. 
a) Organische Sauren. 


Zunichst untersuchten wir eine Reihe organischer Sduren darauf 
hin, ob sie bei Anwesenheit von Ammoniak als einziger Stickstoffquelle 
vom Timotheebazillus verwertet werden kénnen. Wir stellten uns 
eine Stammlésung her, die in 100 ccm doppelt destillierten Wassers 
1 g NaCl, 1 g Ammoniumsulfat, 0,01 g Magnesiumsulfat, 0,4 g Kalium- 
phosphat (1 Teil primires und 3 Teile sekundires Kaliumphosphat) 
enthielt. Diese Lésung wurde 4% Stunde im Dampftopf_ sterilisiert 
und auf Reaktion gepriift. p, betrug 7,1. Statt des Phosphatgemischs 
benutzten wir zu Anfang unserer Versuche nur Kaliumbiphosphat. Die 
Lésung mute dann mit Sodalésung neutralisiert werden. Die zur Neu- 
tralisierung notwendigen Mengen von Soda kommen nach unseren Er- 
fahrungen als Kohlenstoffquelle nicht in Betracht. Von den zu unter- 
suchenden Kohlenstoffquellen wurden Ilproz. Lésungen hergestellt, 
eventuell neutralisiert und sterilisiert. Nachher wurden gleiche Mengen 
der Stammlésung mit gleichen Mengen der Lésungen der verschiedenen 
Kohlenstoffquellen zusammengemischt und 10 Minuten im Dampftopf 
sterilisiert. Dadurch war der Gehalt an einzelnen Bestandteilen auf 
die Halfte reduziert. Die benutzten Kohlenstoffquellen waren bei dieser 
Versuchsanordnung stets die einzige Kohlenstoff- und Energiequelle. 

Als einfachste organische Kohlenstoffverbindung wurde die 
Ameisensdure gewahlt. In einem Niahrboden, der auBer den oben 
erwihnten mineralischen Bestandteilen 0,5 Proz. Natriumformiat ent- 
hielt, wuchs der Timotheebazillus nicht. 

Ein ausgezeichnetes Wachstum bot dagegen die Essigsdéure dar. 
Der Nahrboden enthielt 0,5 Proz. NaCl, 0,2 Proz. Phosphatgemisch, 
0,5 Proz. Ammoniumsulfat und 0,5 Proz. Natriumacetat. 

In diesem Nihrboden gedieh der Timotheebazillus schnell. Es 
entwickelte sich ein weiBliches Hiutchen, das sich tiber die ganze 
Oberfliche der Niakhrfliissigkeit ausbreitete. Der Timotheebazillus lieB 
sich in dieser Nahrlésung ohne Schwierigkeit in Passagen dauernd 
ziuchten. Mikroskopisch erwiesen sich die Stabchen als siurefest. Die 
Essigsiure ist nach unseren Erfahrungen fiir den Timotheebazillus eine 
der besten Kohlenstoffquellen. Wichtig ist die Quantitdt des Acetats. 
GréBere Mengen als die von uns verwendeten hemmen das Wachstum! 


Dann priiften wir die Oxalsdéure. In einem Nahrboden, der die 
oben angefiihrten Bestandteile und als einzige Kohlenstoffquelle 
0,5 Proz. oxalsaures Natrium enthielt, lieB sich zwar der Timothee- 
bazillus ziichten, die Kulturen entwickelten sich aber langsam und 
nicht iippig. Die Oberfliche des Nahrbodens war meist nicht von einem 
zusammenhangenden Hiiutchen, sondern von isolierten Inselchen, die 
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das Aussehen von kreisrunden Kolonien hatten, bedeckt. Mikroskopisch 
waren die Stabchen in ihrer &uBeren Form nicht auffallig veriandert, 
dagegen waren sie des 6fteren nicht siurefest. 

In einem Nahrboden, der milchsaures Natrium als Kohlenstoff- 
quelle enthielt, wuchs der Timotheebazillus gut und lieB sich in vielen 
Passagen fortpflanzen. 

Bei der Priifung der Bernsteinsdure, die wir mit Natriumcarbonat 
neutralisierten, zeigte sich, da der Timotheebazillus diese organische 
Saiure sehr gut verwerten kann. 

Auch die Apfelséure, mit Natriumcarbonat neutralisiert, wurde 
gut assimiliert. Der Timotheebazillus wuchs darin schnell und ippig 
und war meist siiurefest. 

Was die Weinsdure betrifft, so ist das Wachstum mit ihr ein lang- 
sames und meist nicht sehr tippiges. Die Bakterien sind bei dieser 
Kohlenstoffquelle haufig sehr kurz, kokkenformig, fiir gew6hnlich aber 
siiurefest. Wir bedienten uns bei unseren Versuchen des weinsauren 
Natriums. 

Was die dreibasische Citronensdure betrifft, so wuchs der Timothee- 
bazillus in einer Nahrlésung, die auBer den Mineralbestandteilen 14 Proz. 
Natrium citricum enthielt, sehr kiimmerlich, und die Passagen rissen 
des 6fteren ab. Um ihn fiinf Passagen hindurch ziichten zu kénnen, 
bedurfte man der Zeit von 8 Monaten. Die Citronensiure stellt fir 
den Timotheebazillus also eine schlechte Kohlenstoffquelle dar. Viel- 
leicht handelt es sich dabei nur um eine Unfahigkeit wnseres Stammes, 
denn einige andere séurefeste Saprophyten verwerteten die Citronen- 
siure besser (s. Tabelle ITI). 


b) Alkohole. 


Soweit flichtige Alkohole benutzt wurden, haben wir die Watte- 
baiusche der Kélbchen paraffiniert, um das Entweichen des Alkohols 
zu verhindern. Allerdings war dadurch die Sauerstoffzufuhr in erheb- 
lichem MaBe gestért oder sogar aufgehoben. Wie uns aber entsprechende 
Kontrollversuche mit gut ausnutzbaren Kohlenstoffquellen, z. B. mit 
Acetat, gezeigt haben, geniigte die im Kélbchen eingeschlossene Sauer- 
stoffmenge zum Wachstum. 

Was zunachst den Methylalkohol betrifft, so konnte gelegentlich 
in der ersten Passage ein kiimmerliches Wachstum des Timothee- 
bazillus beobachtet werden, doch lieBen sich Passagen nicht ausfihren. 

Eine gute Kohlenstoffquelle stellt dagegen der Athylalkohol dar. 
In einem Nahrboden, der die nétigen mineralischen Bestandteile ent- 
halt, Ammoniak als Stickstoffquelle und 0,5proz. Athylalkohol als 
einzige Kohlenstoff- und Energiequelle, waichst der Timotheebazillus 
iippig und schnell und 1JéB8t sich dauernd in Passagen fortziichten. 
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Amylalkohol wurde in 0,5proz. Konzentration nicht verwertet. 

Das Glycerin wird vorziiglich assimiliert. Wird es der Nahrlésung, 
die die nétigen mineralischen Bestandteile und Ammoniak enthilt, 
in \%proz. Menge zugefiigt, so wichst der Timotheebazillus darin ippig 
und schnell. Er bildet eine gelblichweiBe Haut, und die Stibchen 
sind zum Teil siurefest, zum Teil lassen sie sich bei der Ziehl-Neelsen- 
farbung entfarben. 

Mannit wird vom Timotheebazillus ebenfalls verwertet. Das 
Wachstum ist manchmal kein sehr iippiges, und es dauert laingere 
Zeit, bevor sich ein weibliches Haiutchen gebildet hat. Es gelang aber 
trotzdem ohne Schwierigkeiten, ihn in fiinf Passagen mit Mannit als 
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle zu ziichten. 


ec) Kohlenhydrate. 


Was die Kohlenhydrate betrifft, so haben wir von diesen T’rauben- 
zucker, Ldvulose, Milchzucker, Saccharose und Maltose verwendet. 

Mit Traubenzucker und Léivulose als einziger Kohlenstoff- und 
Energiequelle lieB sich der Timotheebazillus in Passagen ziichten. 
Das Wachstum war 6fters kein tippiges, doch bei langerer Bebriitung 
entwickelte sich eine weiBlich-gelbliche Haut, die aus zum Teil saure- 
festen Stabchen bestand. 

Sterilisierte man die Milchzucker-, Saccharose- und Maltoselosungen 
im Dampfe, so konnte man 6fters ein Wachstum des Timotheebazillus 
beobachten. Stellte man sich dagegen die Lésungen dieser Kohlen- 
hydrate durch Filtration keimfrei her (de Haensche Filter), so assi- 
milierte sie der Timotheebazillus nicht. Daraus geht hervor, da dieser 
' Mikroorganismus Saccharose, Lactose und Maltose nicht anzugreifen 
vermag, und da’ in den erhitzten Lésungen nur die entstandenen 
Spaltprodukte dieser Kohlenhydrate verwertet werden. 


B. Verwertung von Stickstoffquellen. 
a) Ammoniak. 

Da8 der Timotheebazillus Ammoniak als Stickstoffquelle gut 
verwerten kann, geht bereits aus den vorhergehenden Versuchen mit 
den verschiedenen Kohlenstoffquellen hervor, und ist auch bereits 
von friiheren Autoren festgestellt worden. 


b) Nitrat. 

Der Timotheebazillus vermag den Stickstoff nicht nur aus Ammo- 
niak, sondern auch aus Nitrat zu gewinnen. Stellt man sich einen 
Nahrboden her, der 0,5 Proz. NaCl, 0,005 Proz. Magnesiumsulfat, 
0,2 Proz. Phosphatgemisch und 0,5 Proz. Natriumnitrat oder Kalium- 
nitrat als Stickstoffquelle enthalt, so kann der Timotheebazillus bei 
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Anwesenheit von Acetat, Glycerin oder vor allem, wenn beide diese 
Kohlenstoffquellen in 4%proz. Konzentration vorhanden sind, gut ge- 
deihen. 

c) Aminosauren. 

Bei der Priifung der Aminosiuren gingen wir so vor, daB wir sie 
in einer Versuchsreihe als einzige Stickstoff- und Kohlenstoffquelle, 
und in einer zweiten als Stickstoffquelle unter Hinzufiigung einer be- 
sonderen Kohlenstoffquelle (milchsaures oder essigsaures Natrium) den 
Bakterien dargeboten haben. In der ersten Versuchsreihe gingen wir 
von einer stickstofffreien Stammlésung aus, der wir die Aminosiuren 
meist in 44proz. Konzentration zugesetzt haben. Die Stammlésung 
enthielt folgende Bestandteile: In 100 cem doppelt destillierten Wassers 
wurden gelést: 0,5 g NaCl, 0,2 g Kaliumbiphosphat, 0,1 g Magnesium- 
sulfat. Diese Lésung wurde mit Sodalésung neutralisiert. 

Wurden zu dieser Stammlésung 0,5 g Glykokoll hinzugefiigt, so 
wuchs darin der Timotheebazillus zwar nicht sehr tippig, aber doch 
in Passagen. 

Auch mit d-Alanin, l-Leucin, Natrium asparaginicum und Asparagin 
und mit glutaminsaurem Natrium als einzige Stickstoff- und Kohlen- 
stoffquelle gedieh der Timotheebazillus in Passagen, zuweilen sogar 
sehr ippig. Wurde der Stammldésung 0,05 Proz. l-T'yrosin zugesetzt, 
so lieB sich der Timotheebazillus darin in Passagen ziichten. Er wuchs 
meistens nicht sehr tippig, und es dauerte lingere Zeit, bis ein zartes 
Hiautchen die Oberfliche der Niabrflissigkeit bedeckte. 

In der zweiten Versuchsreihe haben wir der Nahrflissigkeit aufer 
der Aminosdure noch Milchsiure als Kohlenstoffquelle hinzugefiigt. 
Die Stammlésung enthielt in 100ccm Wasser 0,5g NaCl, 0,2¢ 
Kaliumbiphosphat, 0,5 g Natriumlactat, und wurde mit Sodalésung 
neutralisiert. Die Aminosiuren wurden, mit Ausnahme von 1-Tyrosin, 
in 4%4proz. Konzentration zugesetzt. Mit d-Alanin, l-Leucin, asparagin- 
saurem Natrium, glutaminsaurem Natrium und mit /-T'yrosin als Stick- 
stoffquelle vermehrte sich der Timotheebazillus gut und zeigte bei 
d-Alanin und Glutaminsiure besonders iippiges Wachstum. 


d) Andere Stickstoffquellen. 


Wir priiften weiterhin, ob auch andersartige Stickstoff-Kohlen- 
stoffverbindungen vom Timotheebazillus verwertet werden kénnen. Von 
solchen Stoffen untersuchten wir den Harnstoff und die Harnsiure. 

Das Wachstum in einem Nahrboden, der Harnstoff als Stickstoff- 
und Natriumacetat als Kohlenstoffquelle enthielt, war ein ganz kiimmer- 
liches und auBerordentlich langsames, so daB wir den Eindruck gewonnen 
haben, daB der Harnstoff als Stickstoffquelle nicht verwertet werden 
kann. Die Niahrlésung enthielt in 100ccm Wasser 0,5g NaCl, 
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0,2 g Phosphatgemisch, 0,005 g Magnesiumsulfat, 0,5 g Natriumacetat 
und 0,5g Harnstoff. 

Bei harnsaurem Natrium als einziger Stickstoff- und Kohlenstoff- 
quelle wuchs der Timotheebazillus zwar sehr mihsam, aber in Passagen. 


C. Der Mineralstoffwechsel. 


In den bereits oben zitierten, gemeinsam mit C. LZ. Cahn-Bronner 
an den Bakterien der Typhus-Koligruppe ausgefiihrten Untersuchungen 
wurde gezeigt, daB diese Mikroorganismen ohne weiteres in einem 
schwefel- und magnesiumfreien Nahrboden zu gedeihen vermégen und 
dauernd in Passagen ziichtbar sind. In einem Nahrboden, der in 100 cem 
Wasser 0,5g NaCl, 0,2g Kaliumbiphosphat und 0,6g Ammonium- 
lactat enthalt und mit Natriumbicarbonat neutralisiert ist, laBt sich 
z. B. der Paratyphus-B-Bazillus bet reichlichem Sauerstoffzutritt dauernd 
fortziichten. 


Der Timotheebazillus vermag in einem solchen Nahrboden bei 
reichlicher Einsaat aus bouillonhaltigem Nahrboden anzuwachsen und 
sich sogar zwei oder drei Passagen fortzupflanzen, ein dauerndes 
Wachstum in Passagen ist aber in dieser Nahrflissigkeit nicht erzielbar. 


Wie bereits die vorher besprochenen Versuche mit verschiedenen 
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen gezeigt haben, ist die Fortpflanzung 
des Timotheebazillus dann méglich, wenn die Nahrfliissigkeit Magnesium- 
sulfat enthalt. Die zum Wachstum nétige Menge des Magnesium- 
sulfats ist eine relativ geringe. In einer Niahrflissigkeit, die in 
100 com Wasser 0,5g NaCl, 0,6g Ammoniumacetat, 0,2 g sekundires 
Kaliumphosphat enthalt und dann mit Soda neutralisiert und alkalisiert 
ist, vermag der Timotheebazillus nicht in Passagen zu wachsen. Fiigt 
man aber noch 0,005 g Magnesiumsulfat zu, so ist ein gutes Wachstum 
in Passagen méglich. Es war die Frage zu beantworten, ob zum 
Wachstum beide Elemente, Magnesium und Schwefel, notwendig sind, 
oder ob nur eines von diesen unbedingt erforderlich ist. Wir haben 
deshalb gepriift, ob in einer schwefelfreien Nihrfliissigkeit Wachs- 
tum erfolgen kann. In eine Niahrlésung, die in 100 ccm Wasser 
0,5g NaCl, 0,05g Magnesiumlactat, 0,5 g Ammoniumlactat, 0,2 g 
Phosphatgemisch enthielt, wuchs der Timotheebazillus meist gar 
nicht, nur selten sehr langsam und kiimmerlich. Durch wiederholtes 
Abimpfen gelang es, ihn in 5 Monaten fiinf Passagen hindurch fort- 
zuzichten. Dabei muB beriicksichtigt werden, da8B geringe Schwefel- 
mengen bei der ersten Uberimpfung tibertragen werden und da auch 
durch Zerfall der Bakterien schwefelhaltige Stoffe frei werden, abgesehen 
davon, daB minimale Quantitaéten von schwefelhaltigen Verbindungen 


als Beimengungen der benutzten Chemikalien vorhanden sein kénnten. 
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Wurde diesem Nahrboden 0,05g Natriumsulfat zugesetzt, so 
erfolgte ein tippiges und schnelles Wachstum, so da8 ungefahr innerhalb 
eines Monats fiinf Passagen geziichtet wurden. 

Ohne Phosphat konnte der Timotheebazillus nicht gedeihen. 

In kali- oder natriumfreien Nahrlésungen lieB sich der Timothee- 
bazillus in Passagen fortziichten. Allerdings miissen wir erwahnen, 
daB in unseren orientierenden Versuchen nicht ausgeschlossen werden 
kann, daB geringe Mengen dieser beiden Elemente vorhanden waren, 
da wir gezwungen waren, gewohnliche GlasgefiBe, die Spuren ron 
Alkali abgeben kénnen, zu benutzen. Unsere kalifreie Nahrlisung 
enthielt folgende Bestandteile: In 100 ccm aqua dest. wurden gelést: 
0.5 NaCl, 0,5g Ammoniumsulfat, 0,2 g primires Natriumphosphat, 
0,005 g Magnesiumsulfat und 0,5 g Natriumacetat und mit Sodalésung 
auf py 7,1 gebracht. Die natriumfreie Lésung bestand aus 0,6 Proz. 
Ammoniumlactat, 0,2 Proz. Phosphatgemisch (primiares und sekundires 
Kaliumphosphat), 0,005 Proz. Magnesiumsulfat. 

Auf alle Fille zeigen unsere Versuche, da der Timotheebazillus 
entweder mit Kalium allein oder mit Natrium allein auskommt, oder 
daB ihm die stets vorhandenen Spuren von Natrium und Kalium zum 
Wachstum geniigen. 

II. Teil. 
Der Verwendungsstoffwechsel einiger anderen siurefesten Saprophyten. 
( Butterbazillus Rabinowitsch, Butterbazillus Korn II, Butterbazillus Petri, 
Milchbazillus, Harnbazillus, Trompetenbazillus. ) 

Es lag uns daran, zu untersuchen, ob die am Timotheebazillus 
festgestellten ernihrungsphysiologischen Eigenschaften auch bei anderen 
siurefesten Saprophyten vorhanden sind. Herrn Geheimrat Kolle 
und Herrn Dr. Schlossberger verdanken wir einige Kulturen solcher 
Bakterien, und zwar den Butterbazillus Petri, Butterbazillus Rabi- 
nowitsch, Butterbazillus Korn IJ, einen aus dem menschlichen Harn 
geziichteten siurefesten Bazillus, einen siurefesten Milchbazillus und 
den Trompetenbazillus. 

Bei der Untersuchung dieser Saprophyten haben wir uns auf die 
Beantwortung prinzipieller Fragen beschrankt. In so eingehender 
Weise, wie wir den Verwendungsstoffwechsel des Timotheebazillus 
gepriift haben, untersuchten wir die hier erwahnten saurefesten Sapro- 
phyten nicht. Vor allem konnten nicht alle beim Timotheebazillus 
verwendeten Nahrstoffe untersucht werden. Wie gleich vorweg ge- 
nommen werden mag, haben sich prinzipielle Unterschiede zwischen 
diesen Saprophyten und dem Timotheebazillus in den wesentlichen 
Merkmalen ihres Verwendungsstoffwechsels nicht ergeben. 

Was zunichst den Mineralstoffwechsel betrifft, so zeigte sich auch 
bei diesen Saprophyten, daB die Anwesenheit von Magnesiumsulfat 
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fiir den Stoffwechsel von groBer Bedeutung ist. Es lieB sich zwar in 
einem Niahrboden, der NaCl, Kaliumbiphosphat und Ammonium- 
lactat in den mehrfach schon erwahnten Mengen enthielt, der Butter- 
bazillus Petri, der Butterbazillus Rabinowitsch und der Butterbazillus 
Korn II, der Harnbazillus, der Milchbazillus in Passagen ziichten, 
doch war das Wachstum auBerordentlich miihsam und kiimmerlich, 
und die Passagen rissen des 6fteren ab. Der Trompetenbazillus erwies 
sich als besonders anspruchsvoll und lieB sich in einem derartigen 
Nahrboden trotz wiederholter Versuche nicht ziichten. Dagegen war 
das Wachstum in einem Nahrboden, der auBer den oben angefiihrten 
Stoffen Magnesiumsulfat enthielt, bei den drei Butterbazillenstimmen, 
dem Harn- und Milchséurebazillus ein gutes. Innerhalb von einigen 
Wochen lieBen sich fiinf Passagen durchfiihren. Der Trompeten- 
bazillus war auch in diesem magnesiumsulfathaltigen Nahrboden an- 
spruchsvoll. Er wuchs nur kiimmerlich und langsam, und es bedurfte 
eines halben Jahres, um ihn einige Passagen hindurch fortzuziichten, 
wobei das Wachstum sowohl bei 22° wie bei 37° oft langsam eintrat 
und auBerordentlich sparlich war. 

Als besonders charakteristisch fiir den Timotheebazillus gegeniiber 
den Bakterien der Typhus-Koligruppe ist die Tatsache, daB er mit 
Essigsiure und vor allem mit Athylalkohol als einziger Kohlenstoff- 
und Energiequelle ein gutes Wachstum zeigte. Wie wir nun aus den 
folgenden Mitteilungen ersehen werden, kénnen die Kaltbliiter- und 
Warmbliitertuberkelbazillen Athylalkohol als einzige Kohlenstoff- und 
Energiequelle nicht verwerten. Wir haben deshalb die hier behandelten 
siurefesten Saprophyten darauf hin untersucht, ob sie Athylalkohol zu 
assimilieren imstande sind. 

In einem Nahrboden, der NaCl, Kaliumbiphosphat, Magnesium- 
sulfat und 14 proz. Athylalkohol enthielt und mit Sodaldsung neutralisiert 
und schwach alkalisiert war, wuchsen die saurefesten Saprophyten 
sowohl bei 22° wie bei 37° gut. Schwierigkeiten bereitete auch hier 
nur der Trompetenbazillus, bei dem die Passagen gelegentlich abrissen. 
Was die Verwertung des Acefats in 0,5proz. Konzentrationen betrifft, 
so wuchsen alle siurefesten Saprophyten mit demselben gut. Der 
Trompetenbazillus gedieh auch mit Acetat haufig sehr kiimmerlich. 

Als eine bemerkenswerte Eigenschaft des Timotheebazillus haben 
wir weiterhin seine Anspruchslosigkeit in bezug auf die Stickstoff- 
und Kohlenstoffquelle festgestellt. Deshalb haben wir auch den Butter- 
bazillus Petri und den Milchbazillus in dieser Richtung untersucht. 
In den beim Timotheebazillus erwahnten stickstoff- und kohlenstoff- 
freien Niahrbéden verhielt sich der Butterbazillus Petri folgender- 
maBen: Im kohlenstofffreien Nahrboden, der Ammoniak als Stickstoff- 
quelle und die Mineralstoffe Mg, S und P enthielt, wuchs er in 
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Passagen. In 3 Monaten konnte er fiinf Passagen hindurch geziichtet 
werden. Es bildete sich an der Oberfliche des Nahrbodens ein 
sehr zartes Hautchen, gelegentlich nur einzelne Inseln.| Im stick- 
stofffreien Nahrboden, der Essigsiure als Kohlenstoffquelle enthielt, 
lieB er sich ebenfalls in Passagen, wenn auch sehr mihsam, fort- 
zuchten. Im stickstoff- und kohlenstofffreien Nahrboden, der also nur 
die notwendigen Mineralstoffe enthielt, war das Wachstum besonders 
kiimmerlich und langsam. lieB sich aber doch im Laufe von 4 Monaten 
in Passagen fortfiihren. Die Nahrbodenoberfliche bedeckte ein sehr 
zartes Hiautchen, das haufig nur bei der Betrachtung der Kélbchen 
von unten als ein Schleier sichtbar war; die Stabchen waren aber zum 
Teil sogar siurefest. Der untersuchte Milchbazillus verhielt sich in 
diesem Niahrboden ahnlich. Es vermégen also auch diese Saprophyten 
mit den in der Brutschrankluft vorhandenen stickstoff- und kohlenstoff- 
haltigen Substanzen auszukommen. 


Tabelle I1l. 


Die Verwertung einiger fiir den Verwendungsstoffwechsel charakteristischen 
Kohlenstoffquellen durch saiurefeste Saprophyten. 





Kohlenstoffquelle : Athylalkohol Essigsaure Milchsaure Citronensaure 
Stickstoffquelle : Ammoniak Ammoniak Ammoniak Ammoniak 
Butterbazillus 
BSGgg Sea + + + - 
sebr langsam 
Butterbazillus 
| Fo geleaneeee are + + + + 
sehr langsam 
Butterbazillus 
Rabinowitsch . . . + + + 13 
sebr \angsam 
Saurefester 
Milchbazillus . . . - + abe + 
Saurefester 
Harnbazillus ... + ais oe 
langsam 
Trompetenbazillus . + = schw. + +? 


sehr langsam sehr langsam sehr langsam 


Zeichenerklarung wie Tabelle I. 


Den Butterbazillus Petri ziichteten wir mehrmals in allen den 
Nahrbéden, die wir beim Timotheebazillus besprochen haben, aller- 
dings nicht immer in Passagen. Unterschiede gegentiber dem Verhalten 
des Timotheebazillus konnten nicht festgestellt werden. 

In der folgenden Mitteilung werden wir den Verwendungsstoff- 
wechsel der Kaltblitertuberkelbazillen besprechen. 
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Beitrag zur Chemie der Gaucherschen Krankheit. 


Von 
Emil Epstein. 


(Aus der Prosektur des Franz Joseph-Spitales in Wien, dem Laboratorium 
der 6sterreichischen Serumwerke in Wien und dem ‘medizinisch-chemischen 
Universitatsinstitut in Graz.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1924.) 


Die vorliegende Mitteilung bringt das Chemische als wesentliche 
Ergainzung eines gleichzeitig fiir die Veréffentlichung in Virchows 
Archiv eingereichten Beitrages zur Pathologie der Gaucherkrankheit. 
Es sei daher an dieser Stelle nur das Wichtigste tiber die Erscheinungs- 
form dieses bisher als Splenomegalie vom Typus Gaucher bezeichneten 
Krankheitszustandes in wenigen Worten zusammengefaBt; beziiglich 
aller histologischen und pathologischen Details, sowie der zugehérigen 
Literaturangaben sei auf die genannte Publikation verwiesen. 

Die Gaucherkrankheit ist klinisch durch eine abnorm vergréBerte 
Milz und eine meist ziemlich betrachtliche Animie (ohne charakte- 
ristischen Blutbefund) gekennzeichnet. Histologisch finden sich in 
Milz, Leber, Lymphdriisen und Knochenmark héchst auffallige rundliche, 
groBe Zellen. Die auferst schwach gefarbte Leibessubstanz dieser 
Zellen, die weiterhin kurzweg als Gaucherzellen (G. Z.) bezeichnet 
werden sollen, zeigt haiufig schon bei mittelstarker VergréSerung 
vakuolare Beschaffenheit, insbesondere bei Immersionsbetrachtung 
sieht man kleinere oder gréBere Vakuolen, oft auch groBe und kleinste 
in dichtem Nebeneinander. Diese Vakuolen sind aber nicht ,,leer‘, 
sondern enthalten eine farberisch darstellbare homogene Substanz. 
Die in das Zellinnere eingedrungene, anscheinend stark quellende 
Substanz imbibiert das Protoplasma, indem es dieses zu einem Netz- 
werk auseinanderdraingt. Unter geeigneten physikalischen Bedingungen 
konfluiert dann die Substanz an einzelnen Stellen des Zellinnern zu 
unregelmaBig begrenzten, kleinen oder umfanglicheren, tropfigen Ein- 
lagerungen, welche auf solche Weise dann einen ,,vakuoliren“ Bau 
der Zelle vortiéuschen. Diese Zellen treten insbesondere in der Milz 
in groBen Massen auf und ihre Anwesenheit fiihrt zu einem Milztumor 
von oft ganz enormen Umfang und Gewicht. 
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Die chemische Beschaffenheit der eingelagerten Substanz hat seit 
Entdeckung der Gaucherschen Krankheit das wissenschaftliche Inter- 
esse in hohem Mafe in Anspruch genommen. LEppinger!) bringt in 
diesem Sinne eine Reihe neuerer Befunde tiber das Verhiltnis der 
Milz bzw. des retikulo-endothelialen Systems zum Fettstoffwechsel mit 
den Befunden bei der Gaucherschen Splenomegalie in Beziehung, indem 
er auf die Ergebnisse der Arbeiten von Pocharinski®), Kusunoki?), 
Schulze*), Lutz’), Kawamura*) und Anitschkow’) hinweist. 


Unleugbar besteht eine gewisse morphologische Ahnlichkeit der G. Z. 
mit den als Lipoidphagocyten bekannten Zelltypen. Zu diesen Lipoid- 
phagocyten zahlen die von Stoerk und Landsteiner®) (1904) bei Malakoplakie 
der Harnblase beschriebenen Makrophagen, die Xanthomzellen von Pinkus 
und Pick*) (1908) und die Lipoidzellen der pathologisch veranderten Nieren, 
auf die Léhlein'®) (1905) und Stoerk!') (1906) hingewiesen haben. Weiter 
machten Pinkus und Pick®) auf die verainderten Zellen aufmerksam, welche 
sich in den opaken, tumorartigen bis bohnengroBen Einschliissen in den 
Plexus chorioidei vorfinden. 

Es scheint also, daB die angefiihrte, wenn auch entfernte morpho- 
logische Ahnlichkeit, welche vorwiegend in der Transparenz des Zellproto- 
plasmas zum Ausdrucke kommt, dazu gefiihrt hat, da8 das Hauptaugenmerk 
der Forschung ungeachtet der Ansichten von Schlagenhaufer'*), Riesel '*) 
und von Erik Johannes Kraus"), welche die eingelagerte Substanz als eine 
eiweiBartige angesehen hatten, bis in die allerjiingste Zeit dahin gerichtet 
war, die Lipoidnatur der gespeicherten Substanz bei der Gaucherkrankheit 
zu erweisen, wobei man sich im allgemeinen der histochemischen Unter- 
suchungsmethode bediente. 

Erst Mandlebaum und Downey'*) haben den Versuch unternommen, 
durch chemisch-analytische Untersuchungstechnik Anhaltspunkte fiir die 
Zusammensetzung der Gauchersubstanz zu gewinnen, indem sie Gemische 
von Alkohol-, Chloroform-, Ather- und Acetonextrakten untersuchten. 
Der Weg, den sie hierbei eingeschlagen hatten, Mischextrakte zu ihren 
Untersuchungen heranzuziehen, mu8 aber als ungeeignet bezeichnet werden, 


1) Eppinger, Die hepato-lienalen Erkrankungen. Verlag Julius Springer, 
Berlin 1920. 

*) Pocharinski, Zieglers Beitr. 54, 1912. 

3) Kusunoki, ebendaselbst 59, 1914. 

4) Schulze, Verh. d. deutsch. pathol. Ges. 15, 1912. 

5) Lutz, Zieglers Beitr. 58, 1914. 

8) Kawamura, Cholesterinesterverfettung. Jena 1911. 

7) Anitschkow, Zieglers Beitr. 57, 1914. 

8) Stoerk und Landsteiner, Zieglers Beitr. 33, 1914. 

®) Pinkus und Pick, Deutsch. med. Wochenschr. 1908. 

10) Léhlein, Virchows Arch. 180, 1905. 

1) Stoerk, Sitzungsber. d. k. k. Akad. d. Wissensch. 115, H. 12, 1906. 

2) Schlagenhaufer, Virchows Arch. 187, 1907. 

13) Riesel, Zieglers Beitr. 46, 1909. 

M4) Erik Johannes Kraus, Zeitschr. f. angew. Anat. u. Konstitutionslehre 
7, 1920. 

4) Mandlebaum und Downey, Fol. hamatol. Arch. 20, 1915. 
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so da8 ihre Resultate fiir die Beurteilung dieser Frage nicht in Betracht zu 
ziehen sind. 

Sodann haben Wahl und Richardson') einen Fall von Gaucherscher 
Krankheit bei einem Kinde mittels der Extraktionsmethode nach Frdnkel 
und Erlandsen chemisch untersucht und sind zu dem Schlu8 gekommen, 
da die mit Osmium darstellbaren Fette (,,fixed fat‘‘) der Milz im Vergleich 
zur Norm vermindert, Cholesterin und Lecithin vermehrt seien. 

Ferner berichtet Siegmund?) iiber den chemischen und mikrochemischen 
Nachweis von Lipoiden, und zwar zum gréBten Teile von Phosphatiden in 
Milz, Knochen und Lymphdriisen bei einem 9 Monate alten, an Gaucher scher 
Krankheit verstorbenen Madchen. Es gelang ihm, mit einer Reihe von 
Lipoidfdrbungen, und zwar insbesondere nach Smith-Dietrich und mittels 
Markscheidenfadrbung den Lipoidnachweis zu erbringen. Die fragliche 
Substanz 146t das Phanomen der Doppelbrechung vermissen und verhilt 
sich gegen andere Lipoidfarbungen refraktir. Die quantitative Bestimmung 
der durch Ather, Alkohol und Chloroformextraktion gewonnenen Gesamt- 
lipoide der Gauchermilz ergab 11,6 Proz. gegen 1,1 Proz. der Normalmilz, 
die auf Lecithin berechneten Phosphorwerte 6,4 gegen 0,08 Proz. der 
Normalmilz. Die Prozentzahlen sind auf frisches Ausgangsmaterial be- 
rechnet. Siegmund schlieBt daraus, daB es sich um eine Infiltration der 
Milz mit Lipoiden der Phosphatidgruppe handelt, und setzt sie in Beziehung 
zur experimentellen Speicherung doppelt brechender Cholesterinester in der 
Milz cholesteringefiitterter Kaninchen, die er als ,,Lipoidhyperplasie“ be- 
zeichnet. Die bisher verdffentlichten Fille mit negativem Ausfalle der 
histochemischen Untersuchung auf Lipoide wiirden nach Siegmund nur 
anderen Stadien des prinzipiell gleichartigen Vorganges entsprechen, wobei 
es seiner Ansicht nach zur Umwandlung aufgespeicherter Fettsubstanzen 
kommen k6énne. 

H. Lippmann’) bespricht in der Sitzung der Berliner medizinischen 
Gesellschaft vom 11. Oktober 1922 einen Fall von Gaucherkrankheit, bei 
dem die Diagnose durch histologische Untersuchung des Milzpunktates 
festgestellt erscheint. Lippmann ist nicht in der Lage, auf Grund seiner 
chemischen Untersuchungen des Blutes eine ,,Lipoidablagerung in den 
Zellen als Ursache der ganzen Affektion anzusprechen“. Von einer regularen 
Vermehrung der Cholesterinester, wie sie Eppinger berichtet, kénne keine 
Rede sein. L. Pick*) erwaihnt in derselben Sitzung drei Sektionsfaille und 
gibt seiner Ansicht dahin Ausdruck, da8 das eigenartige Aussehen der G. Z. 
beim Versagen aller analysierenden Reaktionen bei schwach positivem 
Ausfall der EiweiBreaktionen (mit Millons Reagens oder Xantoprotein- 
reaktion) auf einen besonderen, noch unbekannten EiweiBkérper zuriick- 
zufiihren sei. 


Aus den Angaben der vorliegenden einschligigen Literatur ergibt 
sich somit, daB die Ansichten itiber die chemische Beschaffenheit des 
eigenartigen, in den G. Z. gespeicherten Stoffkomplexes keineswegs 
geklart erscheinen. 


1) Wahl und Richardson, Arch. of intern. med. 17, 1916. 

2) Verh. d. deutsch. pathol. Ges. 1921 (18. Tagung). 

3) Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 44, 8. 1495, 1922; Med. Klin. Nr. 51, 
1922. 

*) Ebendaselbst Nr. 44, S. 1408. 
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In folgender Mitteilung soll nun auf Grund eigener histochemischer 
und chemisch-analytischer Untersuchungen versucht werden, zu dieser 
Frage von neuem Stellung zu nehmen. 


Histochemischer Teil. 


Zunichst wurde die chemische Identifizierung des Stoffkomplexes 
auf dem Wege histochemischer Reaktionen in Angriff gnommen. Die 
nachfolgenden Befunde reichen bis in das Jahr 1915 zuriick. 


An Zupfpraparaten aus der Milz des damals von mir sezierten Falles, 
iiber den ich in dem eingangs erwahnten Beitrag berichte, erschien das Proto- 
plasma der G.Z. von mattglinzenden, rundlichen Gebilden unregel- 
maBiger Gestalt und verschiedener GréBe dicht durchsetzt, welche sich bei 
Behandlung mit Sauren (Essigsiure, Salzsiure) in keiner Weise veranderten, 
bei Zusatz von Ather jedoch unleugbar an Klarheit der Umrisse einbiiBend, 
ein sehr verschwommenes Bild zeigten. 

Ferner wurden Gefrier- bzw. Paraffinschnitte mit den bekannten Fett- 
und Lipoidfarbungsmethoden untersucht. (Diese Untersuchungen beziehen 
sich durchaus auf ein in 10 proz. wisseriger Formalinlésung fixiertes Material. ) 
Die Behandlung der Priparate mit Uber-Osmiumsdure zeigte die Zellen 
selbst frei von Neutralfett. In den Leberpraparaten waren in einzelnen 
Leberzellen Fetteinlagerungen, jedoch stehen dieselben mit den G. Z.- 
Nestern in keinem wie immer gearteten Zusammenhang. Im Sudan- 
Praparate’ lassen die G. Z. eine Andeutung von diffusem rétlich-gelblichem 
Farbenton erkennen. 

Die Farbung nach Lorrain-Smith zeigt die Zellen in einem diffusen, 
braunlichgelben Farbenton. Ebenso hat die Weigertsche Markscheiden- 
farbung in der Palschen Modifikation in bezug auf den Vakuoleninhalt 
der G. Z. ein negatives Ergebnis. 

Mittels der Nilblausulfatmethode nach Lorrain-Smith gefarbt, nach 
welcher sich die Fettsiuren als dunkelblaue, glanzende Tropfen hervorheben, 
die Neutralfette rot erscheinen, zeigt das Zellprotoplasma der G. Z. nur 
einen diffus blaBblauen Farbenton, Neutralfette sind in den Zellen nicht 
nachweisbar. Ebenso refraktir verhalten sich die Zellen bei der Behandlung 
der Gefrierschnitte nach Fischler. Die mikroskopische Untersuchung von 
Gefrierschnitten bei gekreuzten Nicols zeigt gelegentlich maBig reichliche, 
hell aufleuchtende Kérnchen und Trépfchen, die fast ausschlieBlich extra- 
zellular liegen, hier und da aber doch, und zwar recht vereinzelt auch im 
Protoplasmaleib der G. Z. eingeschlossen erscheinen. 

Da nach Schultze die oxydativen Fermente unter anderem auch fiir 
den Stoffwechsel der Fette eine Rolle spielen, wurde auch das Verhalten 
bei Anwendung der Oxydasereaktion nach Winkler und Schultze gepriift. 
Das Ergebnis war ein negatives. 

Nach den so gut wie negativen Ergebnissen der tinktoriellen histo- 
chemischen Reaktionen versuchte ich dann noch die Anwendung der 
chemischen Reaktionen auf Cholesterin und Phosphatide. 

Eine Untersuchung von Zupfpraparaten mittels der alten Salkowskt- 
schen Methode auf Cholesterin unter Zusatz von Chloroform und Schwefel- 
siure ergab mikroskopisch eine Spur Rosafarbung der Chloroformtropfen. 
Ferner extrahierte ich ein Stiickchen Milz mit Aceton, dampfte den Aceton- 
extrakt auf dem Wasserbade bis zur dligen Konsistenz ein und war nun in 
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der Lage, vereinzelte Cholesterintafeln nachzuweisen, die nach Zusatz von 
Schwefelsiure und Chloroform (Salkowski), ferner von Jod und Schwefel- 
sdure und endlich von Formalin und Schwefelsiure (Golodetz) die typischen 
Farbenreaktionen ergaben. Das nach Acetonextraktion restierende Material 
extrahierte ich neuerlich mit Ather und konnte in dem Abdampfungs- 
riickstand in der Soda-Salpeterschmelze mit molybdinsaurem Ammon 
und Salpetersiure Phosphor in geringen Spuren nachweisen. Es ergibt sich 
also aus diesen Reaktionen, daB in der Milz unseres Falles spiirliche Mengen 
Cholesterin und Phosphor qualitativ nachzuweisen waren. Mit diesem 
Befund ist aber eigentlich der Inhalt der positiven diesbeziiglichen Er- 
gebnisse erschépft, wobei noch sehr zu bezweifeln war, ob der positive 
Befund, insbesondere in Anbetracht der allgemeinen Verbreitung des 
Cholesterins und Phosphors im Organismus mit der eigenartigen intra- 
protoplasmatisch abgelagerten Substanz in Beziehung zu setzen ist. 

Das Material der folgenden Untersuchungen stammt aus einer ex- 
stirpierten Milz eines zweiten Falles von Gaucherkrankheit'). 

Ich habe zuniachst versucht, ob die dem histologischen Befunde zu- 
grunde liegenden Substanzen mit organischen Lésungsmitteln extrahierbar 
sind oder nicht. 

Gewebestiickchen der frischen Milz wurden zunichst nach Frdnkel 
mit Aceton entwissert, sodann nochmals mit heiBem Aceton, ferner mit 
Ather und siedendem Alkohol mehrfach sorgfaltig extrahiert. Gefrier- 
schnitte, welche von den auf diese Weise vorbehandelten Gewebsstiickchen 
herriihren, zeigten keine Veranderungen gegenitiber Gefrierschnitten, welche 
von formalinfixierten, nicht extrahierten Stiickchen angefertigt worden 
waren. Ferner wurden auch formalinfixierte Gewebsstiickchen, sowie die von 
denselben hergestellten Gefrierschnitte selbst der eben beschriebenen Lipoid- 
reaktion unterworfen und nach der iiblichen Farbetechnik mit Hamalaun- 
Eosin gefairbt. Auch diese Schnitte zeigten keine nennenswerten Ver- 
anderungen gegeniiber Praparaten aus nicht extrahiertem Material. 

Das Ergebnis dieser Versuche gab zunaehst zu dem Schlusse AnlaB, 
daB die fragliche Substanz kaum den Lipoiden angehéren diirfte, da sie 
durch keine der organischen Lipoidlésungsmittel extrahierbar schien. Es 
wurde daher nach Riicksprache mit Herrn Professor Siegmund Frankel in 
Wien auf chemische Verainderungen im EiweiBanteile des Protoplasmas 
selbst nachgesehen. Zu diesem Zwecke wurde das Material der urspriinglich 
1830 g schweren Milz nach Entfernung von etwa 50 g Gewebe fiir die histo- 
logischen Untersuchungen Herrn Professor Dr. Siegmund Frankel iibergeben, 
welcher dasselbe in dem ihm unterstehenden Institute der Spieglerschen 
Stiftung durch Herrn Dr. Giuseppe Aiello einer eingehenden Analyse unter- 
ziehen lieB. Herr Aiello bespricht das Ergebnis seiner Arbeit in einer aus- 
fiihrlichen Ver6ffentlichung 7’). 

Aiello extrahiert die auf der Fleischmaschine feinstgeschabte und in 
Aceton eingelegte Milz erschépfend mit Ather im Soxhletapparate und hierauf 
mit heiBem Alkohol, so daB er alle Lipoide entfernt. Den Riickstand 
verreibt er auf einer Sodamiihle zu feinstem Pulver und bestimmt die 
quantitativen Verhiltnisse der einzelnen Gruppen von Aminoséuren nach 
der Methode von van Slyke, wodurch er sich ein Bild iiber die Zusammen- 


1) Fall 2 des in Virchows Arch. erscheinenden Beitrages ,,Zur Pathologie 
der Gaucherkrankheit“‘. 
2) Diese Zeitschr. 124, 228, 1921. 
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setzung der EiweiBkérper zu verschaffen sucht. Es stellt sich heraus, daB 
die EiweiBk6rper der Gauchermilz eine Verminderung speziell der Mono- 
aminosduren, ferner der Monocarbonsaéure und des Tryptophans zeigen, 
wahrend simtliche Diaminocarbonsiuren vermehrt sind. Der Gesamt- 
stickstoffgehalt der normalen Milz mit 12,3 Proz. entspricht einem weitaus 
héheren Werte als der der Gauchermilz (9,79 Proz.), letztere enthalt also 
einen stickstofffreien oder stickstoffarmen Kérper in groBer Menge. Aiello 
fand weiterhin mit hydrolysiertem Pulver aus normaler Milz eine Reduktion, 
3,22 Proz. Traubenzucker entsprechend, aus Gauchermilz eine Reduktion, 
4,91 Proz. Traubenzucker entsprechend, was einer Zunahme von 52,8 Proz. 
Kohlehydrat gleichkommt, wodurch ein groBer Teil der Stickstoffdifferenz 
zwischen Normal- und Gauchermilz erklart erscheint. 

Die Untersuchungen Aiellos scheinen demnach dahin zu deuten, da8 
die eigenartige intraprotoplasmatisch in die G. Z. eingelagerte Substanz 
einen stickstofffreien Kérper unbekannter chemischer Konstitution enthalten 
diirfte, der in der Normalmilz nicht vorhanden ist, dagegen im Protoplasma 
der G. Z. auftritt und durch das Vorhandensein von Kohlehydratgruppen 
im Molekiil charakterisiert wird und da in der Gauchermilz Eiweib- 
substanzen irgend eine Rolle spielen diirften, die eine von den EiweiSstoffen 
der Normalmilz abweichende Zusammensetzung aufweisen. Wenn also die 
Untersuchungen aus dem Institute Professor Frdnkels zwar einen neuen 
und wichtigen Beitrag zur Kenntnis der Chemie der Gauchersubstanz 
gebracht hatten, so muBte man sich doch eingestehen, da8 von einer er- 
schépfenden Lésung dieses Problems noch keine Rede sein kénne. Es schien 
daher verlockend, als neues Material zur Verfiigung stand, umfangreichere 
chemische Untersuchungen in Angriff zu nehmen, tiber deren Ergebnisse 
im folgendem berichtet sei. 


Chemisch-analytischer Teil. 
Gemeinsam mit Ing.-Chem. Dr. Karl Lorenz. 

Die Richtung, die in diesen Arbeiten maBgebend war, ergab sich 
aus der Erwaigung, daB die Ergebnisse der Untersuchungen, die Aiello 
am Milzpulver nach erschépfender Extraktion mit Aceton, Ather und 
Alkohol angestellt hatte, unbedingt einer Erginzung dahin bediirfen, 
auch die Extrakte selbst chemisch zu analysieren und sie mit den 
Ergebnissen der Analyse von Extrakten aus Normalmilz zu vergleichen, 
da der negative Ausfall meiner histochemischen Untersuchungen nicht 
geniigen kann, da daraus endgiiltige Schliisse auf die Natur der in 
den G. Z. gespeicherten Substanz gezogen werden. 

In Arbeit genommen wurde die exstirpierte Milz einer 35jahrigen 
Patientin, bei welcher die klinische Diagnose urspriinglich auf Morbus 
Banti gestellt worden war. 

Hervorzuheben wire, daB die Schwestern der Patientin ahnliche 
klinische Symptome (Milztumor usw.) bieten sollen. Der erwahnte Zustand 
der Patientin gab die Indikation zur Exstirpation der Milz, welche anfangs 
1920 erfolgte. 

Die exstirpierte Milz wog 1830g und zeigte die Masse 29,5 x 8,5 x 12cm. 
Die Kapsel der Milz erschien glatt und ziemlich gespannt, an keiner Stelle 
getriibt oder auffiallig verdickt. Ihre Konsistenz ist eine maBig feste. 
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Die mikroskopische Untersuchung ergab das charakteristische Bild 
einer Splenomegalie Typ Gaucher. Das zur Verfiigung gestellte Material 
wurde lediglich vom Gesichtspunkte aus weiter verarbeitet, um niahere Auf- 
schliisse tiber die chemische Natur der intraprotoplasmatisch abgelagerten, 
eigenttimlich transparenten Substanz der Gauchermilz zu erhalten. 

Die Milz wurde durch die Fleischmaschine geschickt, der Fleisch- 
brei auf Glasplatten gestrichen und bei 45°C im Luftstrome rasch und 
exakt getrocknet. Von einer Extraktion mit Aceton behufs Ent- 
wasserung wurde Abstand genommen. 

Das Gauchermilzpulver wurde in mehreren Proben eingewogen 
und getrennt quantitativ untersucht, einerseits, um zu einwandfreien 
Durchschnittswerten zu gelangen, andererseits, um die Resultate durch 
gegenseitige Kontrolle tiberpriifen zu kénnen. Um auch bei Normal- 
milzen zu brauchbaren Durchschnittswerten zu gelangen, wurden 
mehrere Normalmilzen in der gleichen Weise behandelt, da bei dem 
geringen Gewicht der Normalmilzen (150 bis 350 g) eine einzelne Normal- 
milz zu wenig Trockenpulver lieferte. 

Die Proben wurden einzeln einer erschépfenden Atherextraktion 
im Soxhletapparate unterworfen. Jede Extraktion dauerte 4 bis 5 Tage. 

Die atherischen Extrakte waren leichtfliissig und hellbraun gefarbt. 

Ich darf es unterlassen, im folgenden die Resultate der Einzel- 
untersuchungen anzufiihren, und beschrianke mich, die Durchschnitts- 
werte unserer Analysen bzw. der Werte einzelner Musteranalysen an- 
zufiihren, die in folgenden Tabellen enthalten sind. 


Tabelle I. 


Absolute Gewichte der Extraktabdunstungsriickstande in der eingewogenen 
Menge Trockenpulvers und die Prozentzahlen auf 100 g Trockenmilzpulver 
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Tabelle II. Prozentzahlen fiir Stickstoff- und Phosphorwerte in bezug auf 
die Gewichte der Abdunstungsriickstinde. 


























ae " Atherverdunstungs- ' Alkoholverdunstungsriicks || Alkoholverdunst k: 
Ausgangs: riickstand stand der 40°-Fraktion | stand der Siedefraktion 
material Stickstoff | Phosphor } Stickstoff Phosphor | Stickstoff Migonber 
Poe cee Bi: _Proz. ie Proz. | Proz. eee ae _Proz. aa a. Pros. 
Norminits| 131 | 07 | 662 8,05 11 


Gauchermilz 1,4 9,82 6,69 0 37 | 8,61 0,49 








ida S&S fh @ 








Chemie der Gaucherkrankheit. 405 


Zunachst wurden die den eingewogenen Mengen Trockenpulvers 
entsprechenden Atherextrakte abgedunstet und der Atherabdunstungs- 
riickstand gewogen. 

Auf 100g Trockenpulver berechnet, ergab sich fiir Normalmilz 
der Durchschnittswert von 7,61 Proz., fiir Gauchermilz der von 6,7 Proz. 

Es zeigt sich also kein wesentlicher Unterschied in den Quantitdts- 
verhilltnissen der mit Ather extrahierbaren Substanzen zwischen Gaucher- 
milz und Normalmilz. 

Sodann wurden die Stickstoffwerte nach Kjeldahl und die Phosphor- 
werte nach Schaumann-Neumann') im Abdunstungsriickstande des 
Atherextraktes erhoben und in Prozenten dieser Riickstinde angege ben. 
Zu diesem Zwecke wurden je 100cem Extrakt am Wasserbade ein- 
geengt, der Abdunstungsriickstand zur Gewichtskonstanz im Vakuum 
getrocknet und gewogen. Es ergab sich ein Stickstoffwert von 1,36 Proz. 
und ein Phosphorwert von 0,7 Proz. fiir Normalmilz, ein Stickstoffwert 
von 1,4 Proz. und ein Phosphorwert von 0,82 Proz. fiir Gauchermilz, 
was einem ungefahren Verhaltnis von Stickstoff zu Phosphor wie 5: | 
entspricht. 

Die bisherigen Resultate scheinen zunachst keine Anhaltspunkte 
geliefert zu haben, daB irgendwie nennenswerte Mengen von Chol- 
esterin oder Lecithin an dem Aufbau des als Gauchersubstanz be- 
zeichneten Komplexes teilnehmen kénnten, da sonst wohl eine betracht- 
liche Vermehrung dieser atherloslichen Substanzen in der Atherfraktion 
nachweisbar gewesen wire. Auch wenn man den in dieser Fraktion 
nachgewiesenen Phosphor in seiner Ganze auf Lecithin umrechnen wollte, 
so ergibt sich in absoluten Gewichtszahlen fiir 100 g Gauchermilztrocken- 
pulver 1g Lecithin, fir 100g Normalmilzpulver 1,2 g Lecithin. 

Da somit die Extraktion mit Ather keine Aufklarung brachte, so 
lag es nahe, nachzusehen, ob nicht die sekundare Extraktion des mit 
Ather primar erschépfend extrahierten Pulvers mit 96proz. Alkohol 
irgendwelche Aufschliisse zu bringen imstande ware, wobei zunachst 
ein méglichst schonendes Verfahren angewendet wurde, indem wir 
bei 40°C bis zur nahezu vélligen Erschépfung des Pulvers an Sub- 
stanzen, welche bei dieser Temperatur extrahierbar wiren und erst 
hierauf mit siedendem Alkohol wieder bis zur vélligen Erschépfung 
des Milzpulvers extrahierten. 

Die einzelnen Pulverproben wurden mit je 100 ccm 96proz. Alkohols 
stundenlang bei 40° bzw. Siedetemperatur extrahiert, der Alkohol fiir die 
40°- und Siedefraktion in ein Sammelgefa® gegossen, das Pulver neuerdings 
mit 100cem Alkohol extrahiert usf., bis auf einem Probeuhrglischen fast kein 


Abdunstungsriickstand mehr sichtbar wurde. Die so erzielten Alkoholextrakte 
wurden fiir die 40°-Fraktion und die Siedefraktion getrennt gesammelt. 


1) Vgl. Emil Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden 9,616,1919. 
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Beide Extraktfraktionen — sie seien der Kiirze halber weiterhin 
als 40°-Fraktion und Siedefraktion bezeichnet — wurden separat 
untersucht. 

Die 40°-Fraktionen von Normal- und Gauchermilz priasentieren 
sich als bernsteingelbe, durchsichtige Flissigkeiten. Die 40°-Fraktion 
der Gauchermilz scheidet beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur eine 
gequollene, gelatinése, farblose Masse in kugeligen Gebilden aus, die 
sich in der Warme wieder lésen. Die 40°-Fraktion der Normalmilz 
laBt keine oder nur eine minimale wolkige Ausscheidung erkennen. 
In der Siedefraktion, insbesondere der Gauchermilz, aber auch in der 
der Normalmilz, setzen sich hingegen beim Abkihlen auf Zimmer- 
temperatur reichlich weifBliche, dichtwolkige Massen ab, die ziemlich 
rasch zu Boden sinken. Die 40°-Fraktion ist wesentlich konzentrierter 
(0,9 proz.) als die Siedefraktion (0,3 proz.). 

Es wurden nun wieder zuniachst die den eingewogenen Mengen 
Trockenriickstandes entsprechenden alkoholischen Einzelfraktionen ab- 
gedunstet und die Riickstiinde gewogen (s. Tabellen I und II). 

Auf 100g Trockenpulver berechnet, ergab sich fiir die 40°-Fraktion 
Normalmilz ein Durchschnittswert von 10,14 Proz., fiir Gauchermilz ein 
Wert von 25,5 Proz. 

Fiir die Siedefraktion von Normalmilz 2,1 Proz., fiir Gauchermilz 
9,45 Proz. Fiir die Summe der Abdunstungsriickstande der alkoholischen 
Extraktfraktion (40°-Fraktion + Siedefraktion) fiir Normalmilz 12,24 Proz., 
fiir Gauchermilz 34,95 Proz., also fast die dreifache Menge alkoholextrahier- 
barer Substanz aus Gauchermilz gegeniiber Normalmilz. 


Es ergab sich fiir die 40°-Fraktion ein Stickstoffwert von 6,62 Proz. 


und ein Phosphorwert von 1,4 Proz. fiir Normalmilz, ein Stickstoffwert 
von 6,69 Proz. und ein Phosphorwert von 0,87 Proz. fiir Gauchermilz, fiir 
die Siedefraktion ein Stickstoffwert von 8,05 Proz. und ein Phosphorwert 
von 1,1 Proz. fiir Normalmilz, ein Stickstoffwert von 8,01 Proz. und ein 
Phosphorwert von 0,49 Proz. fiir Gauchermilz. 

Auf den ersten Blick schienen auch diese aus den Alkoholfraktionen 
gewonnenen Prozentzahlen keine Anhaltspunkte fiir die Annahme 
von Phosphatiden in diesen Fraktionen geliefert zu haben. Da zwar 
durch die primare Atherextraktion Bestandteile der Gruppe der un- 
gesattigten Phosphatide (Lecithine usw.) nahezu quantitativ entfernt 
worden sein diirften, wire es immerhin noch méglich, daB Phosphatide 
der gesattigten Gruppe anwesend waren. Eine Umrechnung der ge- 
fundenen Prozentwerte fiir Phosphor auf Lecithin, dessen empirische 
Formel immerhin eine ziemliche Ubereinstimmung mit den empirischen 
Formeln der bekannten Phosphatide der gesittigten Gruppe zeigt, 
gibt z. B. im Atherextrakt Werte von 1 g Phosphatid der Gauchermilz 
gegen 1,2 g der Normalmilz, in der 40°-Alkoholfraktion 5 g Phosphatid 
der Gauchermilz gegen 3,24 g Phosphatid der Normalmilz und in der 
Siedefraktion 1,14g Phosphatid der Gauchermilz gegen 0,52 g der 
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Normalmilz, samtliche Gewichte berechnet auf den supponierten 
Phosphatidgehalt von 100g Milztrockenpulver. 

Weiter zeigt aber Tabelle II, daB in die 40°-Alkoholfraktion von 
Gauchermilz gegeniiber Normalmilz die 2\4fache, in die Siedefraktion 
fast die fiinffache, in beide Fraktionen zusammengenommen die drei- 
fache Menge extrahierbare Substanz iibergegangen ist, was zu dem 
SchluB berechtigt, daB die Gauchersubstanz wenigstens zu einem be- 
trichtlichen Anteil alkoholléslich und in Beriicksichtigung der in Ather- 
extrakte gewonnenen Werte in Ather unléslich ist, daB somit die Unter- 
suchungen der Alkoholfraktionen einen neuen, méglicherweise aussichts- 
reicheren Weg eréffnen kénnten. _ 

Es wurde zuniachst eine qualitative Untersuchung der Alkohol- 
fraktionen von Gauchermilzpulver angeschlossen, deren Ergebnisse in 
der Tabelle III eingetragen sind. 


Allgemeine Eigenschaften. 


Die am Wasserbade stark eingeengten Alkoholextraktfraktionen geben 
eine braunliche gefarbte, durchsichtige, malzihnlich riechende, halbfliissige 
Masse. Zur Trockene abgedunstet, ergibt sich als Riickstand eine braune, 
trockene, aber hygroskopische Kruste, die beim Abkratzen mit dem Messer 
eine klebrige Beschaffenheit zeigt. 

In Wasser aufgenommen, bildet der Abdunstungsriickstand der 
40°-Fraktion eine triibe Fliissigkeit, wahrend der der Siedefraktion in 
Wasser klar léslich ist. 

Der Abdunstungsriickstand der 40°-Fraktion ist in Ather nur zum 
geringen Teile léslich. 

Reaktion des in destilliertem Wasser aufgenommenen Riickstandes 
sowohl gegen Cochenille als gegen Lackmus schwach sauer. 





Tabelle III. 
re: ~ 40%Fraktion * Siedefraktion 
Untersuchungen auf EiweiSabbauprodukte: é 

Sulfosalicylsaureprobe . . . . | auBerste Spur, Triibung | negativ 
Millonsche Reaktion ... . | negativ . 
Biuretreaktion ....... i ee n 
Ninhydrinprobe...... .| sehr stark positiv sehr stark positiv 
Chinonreaktion ....... i schwach rosa schwach rosa 

' auf Zusatz v. Soda | schwach violett schwach violett 
P.Ehrlichs Aldehydreaktion . sehwach rosa | — 
Ammoniak (Nesslers Reagens) nicht vorhanden | nicht vorhanden 


Untersuchungen auf sonstige Bestandteile: 
Cholesterin (Probe n. Salkowski || 


und Liebermann: Burchard) | fehlt fehit 
Cholin n. Angaben Frdnkels') | vorhanden _- 
8a es a I ° sot 
Wk aye ! in Spuren in Spuren 
| RE VS ar ta ere vorhanden _ 


1) Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsm. 1922, Abt. I, Teil 6, H. 1.8. 77 
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Die auBerordentlich intensive Violettfairbung der Proben bei An- 
stellung der Ninhydrinreaktion schon bei Zimmertemperatur, die 
schwachen Farbenverinderungen der Proben bei der Chinon- und 
Ehrlichschen Aldehydreaktion lieBen uns insbesondere in Erwagung 
der relativ hohen Stickstoffzahlen in den Extraktriickstiinden daran 
denken, da etwa Aminosiuren als Abbauprodukte von EiweiB- 
substanzen in den Extrakten vorhanden sein kénnten. Aber der vollig 
negative Ausfall der quantitativen Untersuchung auf Aminosdurestickstoff 
nach van Slyke zeigte, daB héchstens ganz geringe Spuren dieser Sub- 
stanzen in Betracht kommen kénnen. Auch die minimale Triibung, 
die bei Zusatz von Sulfosalicylsiure zu den Extraktfraktionen eintritt, 
kénnte nur auferste Spuren von EiweiBstoffen anzeigen, deren Vor- 
handensein in alkoholischen Lésungen im allgemeinen ausgeschlossen 
erscheint. 

Bei dieser Gelegenheit sei neuerdings darauf hingewiesen, daB die 
fiir den qualitativen Nachweis der Aminogruppen der «-Aminoséuren 
angegebene Ninhydrinreaktion fiir diesen Nachweis nicht geeignet 
erscheint, worauf zuerst Neuberg) in einer den Gegenstand erschépfend 
behandelnden Arbeit aufmerksam gemacht hat, in der er den Nachweis 
erbrachte, daB auch eine ganze Reihe anderer organischer Substanzen 
diese Reaktion gibt; vor Newberg haben Halle, Léwenstein und Pribram?) 
gleichfalls gezeigt, daB das Triketohydrindenhydrat auch mit anderen 
Stoffen als mit «-Aminoséuren die charakteristische Farbenreaktion 
zeigt. Da sie aber im wasserfreien Medium bei Gegenwart von Lauge 
gearbeitet haben, so sind die unter normalen Bedingungen gewonnenen 
Feststellungen Neubergs fir die Beurteilung der Ninhydrinreaktion als 
maBgebend und entscheidend anzusehen [vgl. hierzu auch Epstein 
und Paul)}. 

Fir weitere Proben wurden die Abdunstungsriickstaénde von 
5cem Extrakt mit Wasser extrahiert, die wisserige Fliissigkeit von 
triibenden Beimengungen durch Filtration befreit und im waisserigen 
Filtrat auf Phosphor und Schwefel geprift. Das negative Resultat 
dieser Proben zeigt, daB der friiher direkt in der Schmelze der Ab- 
dunstungsriickstinde des Extraktes nachgewiesene Schwefel und 
Phosphor in den Extrakten in organischer Bindung vorhanden ist. 


Da die relativ spirliche Ausbeute extrahierbarer Substanz und 
der Verbrauch bereits betrachtlicher Mengen der zur Verfiigung stehen- 
den Extrakte besondere Sparsamkeit erforderlich machten, so wurden 


1) Neuberg, diese Zeitschr. 56, 550, 1913; 67, 56, 1914. 
2) Halle, Léwenstein und Pribram, ebendaselbst 55, 375, 1913. 
8) Epstein und Paul, Zeitschr. f. physiol. Chem. 128, 14ff., 1923. 
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die weiteren Untersuchungen unter Heranziehung der Mikroanalyse 
fortgesetzt. 

Wir wandten uns an den Vorstand des medizinisch-chemischen 
Universitatsinstituts in Graz, Herrn Prof. Dr. Fritz Pregl, als den Alt- 
meister der Mikroanalyse, welcher in entgegenkommendster Weise die 
Fortfiihrung der Untersuchung in seinem Institut unter seiner und 
der Leitung Hans Liebs gestattete. 

Die weiteren Untersuchungen strebten auf médglichst direktem 
Wege das Ziel der Isolierung der fiir den Gaucherstoffkomplex charak- 
teristischen Substanzen an. Lieb schlug dabei folgenden Weg vor: 

Zunachst wurden von den alkoholischen Extraktfraktionen von 
Gauchermilz und von Normalmilz mit verschiedenen wisserigen Salz- 
lésungen von Schwermetallen Niederschlage gefallt und auf ihre Be- 
schaffenheit angesehen, indem zu etwa 2ccm Extraktfraktion je zwei 
bis drei Tropfen Metallsalzlésungen hinzugefiigt wurden. Tabelle IV 
gibt hieriiber AufschluB. 

Die in der 40°-Fraktion der alkoholischen Gauchermilzextrakte sehr 
reichlich und rasch sich absetzenden, grobflockigen gequollenen Nieder- 
schlége unterscheiden sich von den sparlichen feinflockigen Nieder- 
schlagen der Normalmilzextrakte unter anderem dadurch, daB letztere 
nicht quellen. Ebenso sind auch die Fédllungsniederschlége aus den 
Siedefraktionen sowohl von Gaucher- als auch Normalmilzextrakten 
nicht quellend (!). 

Die eigenartige gequollene Beschaffenheit der Metallsalzniederschlage 
der 40°-Fraktion veranlaBte uns, die mit Quecksilberchlorid entstandenen 
Niederschlige dieser Fraktion einer Untersuchung zu unterziehen. 

Die Versuchsanordnung war folgende: 


Versuch 1. 


Zu 10cem Extrakt (40°-Fraktion) wurden 3ccm einer kalt- 
gesittigten, wiisserigen Quecksilberchloridlésung gefiigt. Es entsteht 
sofort der reichliche, grobflockige, gequollene Niederschlag. Nach 
langerem Stehen wird scharf zentrifugiert, der iiberstehende Alkohol, 
aus dem mit Quecksilberchlorid nichts mehr ausfallt, abgegossen. 
Sodann wird der Niederschlag in 10 ccm eines etwa 70proz. Alkohols 
griindlich verteilt und neuerlich zentrifugiert. Der Waschalkohol wird 
abgegossen. Der Niederschlag wird nunmehr wieder in 70proz. Alkohol 
suspendiert und in die Suspension am Wasserbade Schwefelwasserstoff 
eingeleitet. Von dem rasch sich bildenden Quecksilbersulfidniederschlag 
wird die alkoholische Lésung heiB abfiltriert und der Filterriickstand 
mit siedendem Alkohol sorgfaltig gewaschen. Das alkoholische Filtrat 
wird nunmehr am Wasserbade eingedampft. Der Verdampfungs- 
rickstand ist in kaltem Alkohol kaum, in heiBem leicht léslich. 
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Tabelle IV. 





Angewandtes | Fraks 


Reagens tion 


AgNO, | 40° 


|Siede- 
Silbersulfat | 40°- 


} 


Siede- 


Quecksilber 40°- 
chlorid, 
HgCl, 


|Siede- 


Millons 40°- 
Reagens 


Siede- 


Chlor- 40°. | 


cadmium 


| Siede-| 


Gauchermilz 


Beschaffenheit des 
Niederschlages 


maBig reichlich, 
grobflockig, ge- 
quollen +) 


spiarlichst, fein- 
flockig, nicht 
quellend (?) 


sehr reichlich, rasch 
sich absetzend, 
gequollen 


reichlich, fein- 
flockig, nicht 
quellend 


sehr reichlich, 
grobflockig, rasch 
sich absetzend, 
gequollen 


(Spur Opaleszenz) 


eine Siedefraktion, 

die durch l4tagige 
Extraktion ge- 
wonnen worden 

war, ergab geringe 


| Mengen eines deut- 


lichen Nieder- 
schlages 


reichlich, grob- 
flockig, gequollen*) 


maBig reichlich, 
feinflockig, nicht 
quellend 


reichlich, locker 
gefiigt, flockig, 
gequollen. 


auBerste Spur, 
feinflockig, nicht 
quellend 


Normelmilz 


Beschaffenheit des 


| Niederschlages 
1 


Menge | Menge 
+ | sparlich, fein- % 
lockig, nicht 
quellend ?) 


fast 0 auBerste Spur fast 0 


+++ reichlich, fein- ++ 
flockig, nicht 
quellend 
4+ maBig reichiich, a 
feinflockig, nicht 
quellend 
+++ || in geringer Menge + 
|| deutlich feinflockig 


fast @ (Spur Opaleszenz) | fast 4 


a 


++ maBig reichlich, + 
feinflockig, nicht 
quellend 


+ | kein Neiderschlag | 


| ++ geringste Spur, | fast 0 


feinflockig 
nach langerem | +: 
Stehen sparlicher 
Niederschlag 


fast 0 | kein Niederschlag | 4 





1) Die Niederschlage sind gegen HNO, bestindig. 

2) Wie bei Gaucher. 

3) Der Niederschlag rétet sich nicht beim Erwirmen, deutet also 
nicht auf das Vorhandensein von Eiwei8. 
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Aus der alkoholischen Lésung scheidet sich beim langsamen Ab- 
dunsten ein Niederschlag aus, der sich unter dem Polarisationsmikroskop 
gr6Btenteils als kristallinisch erweist. Er ist in heibem Benzol, Aceton 
und Chloroform léslich, beim Erkalten scheidet sich die Substanz teils 
flockig, teils gelatinés ab. 

Weiter wird eine Probe des Niederschlages nacheinander mit 
Ather, Aceton und Essigester kalt behandelt. In jedem dieser Lésungs- 
mittel lést sich ein ganz geringer Teil der Substanz; der schlieBliche 
Riickstand wird in heiBem Alkohol gelést und die alkoholische Lésung 
eingeengt. Beim Erkalten scheidet sich eine vollkommen farblose, gréBten- 
teils kristallinische, globulitenartig angeordnete Substanz aus, die in Wasser 
sehr stark quillt. 

Versuch 2. 

Um die Menge der durch Quecksilberchlorid fallbaren Substanz 
zu bestimmen, werden 100 com Extrakt mit 30 cem einer kaltgesiattigten 
Quecksilberchloridlésung versetzt. Der ausgefillte Niederschlag wird 
weiter wie bei Versuch | behandelt. 

In 100 ccm eines Extraktes mit dem Gehalt an gelésten Trocken- 
pulverbestandteilen von 0,7596g ergaben sich 0,2543g der durch 
Quecksilberchlorid fallbaren Substanz, das sind 33,47 Proz. oder 8,53 g 
in 100g getrockneter Gauchermilz (vgl. Tabelle V). 

Der K6rper wird in einer gréBeren Menge siedenden Alkohols 
gelést, die Lésung mit Tierkohle behandelt und dann filtriert. Aus 
dem eingeengten Filtrat scheidet sich die Substanz beim Abkiihlen 
als gelatinédse gequollene Masse vollkommen farblos aus, die sich im 
Mikroskop gréBtenteils kristallinisch erweist. 

Sie zeigt einen ziemlich scharfen Schmelzpunkt von 176°C. 

Bei der Untersuchung auf Phosphor und Stickstoff ergab sich, 
daB die Substanz phosphorfrei ist und 2 Proz. Stickstoff enthdlt. 

Sie reduziert alkalische Kupfersalzlésung (Hainessches Reagens) 
direkt nicht, wohl aber nach Hydrolyse mit verdiinnter Salzsaure. 

Die a-Naphtholprobe nach Molisch auf Kohlenhydrate fallt positiv, 
die Cholesterinprobe jedoch negativ aus, ebenso die Pettenkofersche 
Reaktion mit Rohrzucker-Schwefelsiure. Dagegen gibt der Kérper, 
mit konzentrierter Schwefelsiure verrieben, allmahliche Rotfairbung. 

Der Extraktriickstand der 40°-Fraktion zeigt nach Hydrolyse mit 
Hainesschem Reagens minimale Reduktion; in etwas wisserigem 
Alkohol aufgenommen, ergibt er eine positive Molischsche Reaktion. 

Da, wie aus dem bisher Gesagten hervorgeht, der quecksilber- 
fallbare Kérper in Alkohol, Aceton, Benzol und Chloroform in der Hitze 
léslich, im kalten und heifen Ather unléslich ist, sich aus seinen alko- 
holischen Lésungen in der Kalte kristallinisch in Form von Globuliten 
abscheidet und durch einen Schmelzpunkt von 176° gekennzeichnet ist, 
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so erinnert er an das von Kossel und Freitag aus Hirnprotagon dar- 
gestellte Cerebrin!) und ist wohl nach der Einteilung Fraenkels zu den 
Sphingogalaktosiden zu rechnen. 

Die 40°-Fraktionen des alkoholischen Extraktes aus Normalmilz 
wurden in der gleichen Weise wie die aus Gauchermilz verarbeitet. 
Die durch Quecksilber fallbare Substanz dieser Extrakte zeigte aber 
qualitativ und quantitativ ganz andere Eigenschaften als die des eben 
beschriebenen Kérpers. Wahrend sich unmittelbar nach Zusatz des 
Reagens zu der Fraktion der Gauchermilz ein grobflockiger, gequollener 
Niederschlag reichlich und rasch absetzt, treten, worauf bereits oben 
hingewiesen wurde, in der Fraktion der Normalmilz nur geringe Mengen 
eines deutlich feinflockigen, nicht quellenden Niederschlages auf. Der 
schlieBlich gereinigte restliche Niederschlag ist in kaltem Alkohol 
leicht léslich, auch bei weitgehender Einengung scheidet sich keine 
kristallinische Substanz aus. Der Niederschlag bildet nach Trocknen 
im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure eine gelbbraunlich gefirbte, 
trockene Masse. 

In 100 ccm eines Extraktes mit dem Gehalt an gelésten Trocken- 
pulverbestandteilen von 0,450 g ergaben sich 0,0598 g durch Queck- 
silberchlorid fallbare Substanz, das sind 13,3 Proz. oder 1,35 g in 100g 
getrockneter Normalmilz (vgl. Tabelle V). Nahere Untersuchungen 
itiber die Natur dieses Niederschlages sind noch ausstiandig. 





Tabelle V. 
100cem Extrakt enthalten || Durch HyCl, fillbarer Kérper 
Abdunstungss | durch Hg Cl, | in Proz. auf | in Proz. auf 
riickstan fallbarer Korper | Abdunstungsriickstand Trockenpulver 
Normalmilz . . 0,450 g 0,0598g¢ | 13,3 1,35 
Gauchermilz . 0,7596 g 0,2543 g 33,47 8,53 


Auf Grund der bisher vorliegenden Untersuchungen 1laBt sich 
zusammenfassend aussagen, daB der als Gauchersubstanz bezeichnete 
Komplex keineswegs eine Einheit im chemischen Sinne daratellt, sondern 
daB er ein aus verschiedenen Komponenten zusammengesetzter Korprr ist. 
Die nach erschépfender Extraktion des Milzpulvers mit Alkohol und 
Ather unter Leitung Siegmund Frdnkels in Wien zustande gekommenen 
Untersuchungen Aiellos deuten darauf hin, daB eine Verdnderung der 
EiweiBsubstanz in der Gauchermilz eine Rolle spielt, die mit einer 
Stickstoffverarmung und Kohlenhydratzunahme einhergeht. 

Unsere Untersuchungen der aus Milzpulver erhaltenen atherischen 
und alkoholischen Extrakte zeigen, daB integrierende Bestandteile des 


1) Vgl. Hoppe-Seylers Handb. d. pathol. u. physiol. chem. Analyse, 
bearbeitet von H. Thierfelder, 8. 351. Berlin 1909. 
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als Gauchersubstanz bezeichneten Komplexes in den Alkohol jibergehen'), 
wihrend die Atherextrakte von Gauchermilz gegeniiber | Normalmilz 
weder qualitative noch quantitative Differenzen aufweisen. Es erscheint 
somit unwahrscheinlich, da8 atherlésliche Phosphatide in gréBerer 
Menge an der Zusammensetzung des die Gauchersubstanz bildenden 
Komplexes beteiligt sind. Sehr wahrscheinlich scheint es hingegen, 
daB der mit Quecksilberchlorid aus dem alkoholischen Extrakt des 
Gauchermilzpulvers ausfdllbare, in Wasser quellbare, phosphorfreie 
Korper, der anscheinend durch strenge eigentiimliche, physikalische 
und chemische Eigenschaften charakterisiert und mit dem zu den 
Sphingogalaktosiden gehérigen Cerebrin Kossels und Freytags méglicher- 
weise identisch ist, einen wichtigen Bestandteil der Gauchersubstanz 
bildet, um so mehr, als der quellbare Kérper in den Extrakten der 
Normalmilz nicht nachweisbar ist. Seine Eigenschaft der Quellbarkeit 
kénnte ganz gut das Aufschwellen der G. Z. zu den charakteristischen, 
abnorm groBen Zellgebilden bedingen. Uberdies diirften in Anbetracht der 
immerhin betrachtlichen Phosphorwerte auch nur in Alkohol lésliche 
Phosphatide an der Zusammensetzung des Komplexes beteiligt sein. 

Zweifellos steht es also fest, daB der als Gauchersubstanz bezeichnete 
Zellinhalt eine keineswegs einheitliche, sondern sicher recht kom- 
plizierte Zusammensetzung besitzt, die sich wohl durch die omnivore 
phagozytische Tatigkeit der G. Z. leicht erkliren laBt, wie sie auch 
histologisch nachgewiesen werden konnte. G. Z. speichern nicht nur 
verschiedenartige morphologische Elemente, sondern auch chemische 
Substanzen aller Art wahllos, es kann daher gar nicht wundernehmen, 
daB die verschiedenartigsten Schlackenbestandteile des Zellstoff- 
wechsels in den G. Z. eingelagert werden, welche Bestandteile dann 
in den G. Z. zu sehr verschiedenartig zusammengesetzten Komplexen 
aufgebaut werden mdgen, falls nicht schon durch den pathologischen 
Zellstoffwechsel vorgebildete Stoffkomplexe in fertigem Zustande den 
Zellen zugefiihrt wirden. Es mu8 daher auch zugegeben werden, dab 
die eigenartige intraprotoplasmatisch abgelagerte Substanz in den G. Z. 
nicht in allen Fallen der Gaucherschen Krankheit durchaus einheitlich 
aufgebaut zu sein braucht. 


1) Die Unléslichkeit des als Gauchersubstanz bezeichneten Stoff- 
komplexes gegen siedenden Ather und Alkohol nach primarer Aceton- 
extraktion im histochemischen Extraktionsversuche scheint, wie auch die 
sonstigen chemischen Extraktionen lehren, zu bestiitigen, daB die alkohol- 
léslichen Substanzen aus dem komplexen Inhalte der G. Z., in welchen die 
alkoholléslichen Stoffe mit alkoholunléslichen innig gemengt sein diirften, 
nur in sehr lange waihrendem Extraktionsverfahren zur Lésung gebracht 
werden kénnen, wenn nicht die Formalinfixation der Gewebe der Extraktion 
mit den genannten Solventien tiberdies noch Widerstand entgegensetzen 
wiirde. 


27 * 





at 
ool 
5 

















414 E. Epstein: Chemie der Gaucherkrankheit. 


Wenn nun abschlieBend ausgesagt werden kann, daB die im vor- 
liegenden mitgeteilten Untersuchungen einiges Material beziiglich der 
Zusammensetzung des als Gauchersubstanz bezeichneten Stoffkomplexes 
gebracht haben, so bleibt doch noch manche Frage offen. Wir hoffen, 
auf diesem Wege bei Bearbeitung des weiteren einschligigen Materials 
in absehbarer Zeit noch wesentliches zur Lésung des Problems bei- 
tragen zu k6énnen. 

So wird der molekulare Aufbau der Quecksilber faillbaren Substanz, 
sowie die Zusammensetzung derjenigen Stoffe, die in der von diesem 
K6érper abfiltrierten alkoholischen Filiissigkeit etwa noch enthalten 
sind, den Gegenstand weiter fortgesetzter chemischer Untersuchungen 
durch Hans Lieb bilden. 











Hydrotropische Erscheinungen. LI. 
Von 
R. Tamba. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 6, Januar 1924.) 


Die Umwandlung unldslicher oder wenig léslicher Substanzen in 
eine lésliche Form ist eine Aufgabe, die in gleichem MaBe das Interesse 
der Chemiker, Physiologen und Pharmazeuten erregt. Durch synthe- 
tische MaBnahmen hat man auf verschiedenen Wegen die Erreichung 
des genannten Zieles angestrebt. Namentlich hat man versucht, durch 
Einfiihrung neuer Gruppen den betreffenden Verbindungen eine ge- 
steigerte Léslichkeit zu erteilen. Das am hiufigsten eingeschlagene 
Verfahren besteht in der Anbringung von Carboxyl- oder Sulfosaure- 
resten, die eine Bildung léslicher Salze erméglichen, oder in der An- 
hingung von stark wasserléslichen Radikalen, z. B. des Athylenglykol- 
oder Glycerinrestes, die ihre Wasserléslichkeit auf die angekoppelten 
Bestandteile mehr oder minder weitgehend iibertragen. 

Vorginge ganz anderer Art liegen den hydrotropischen Erschei- 
nungen zugrunde. Als Hydrotropie hat Neuberg!) die Fahigkeit be- 
zeichnet, die wiasserigen Lésungen zahlreicher Salze eigen ist und sie 
in den Stand setzt, in Wasser unldsliche Substanzen in wiasserige 
Lésung zu bringen. Diese Erscheinung ist deshalb besonders merk- 
wiirdig, da im allgemeinen Salze die Eigenschaft haben, bei ihrer Auf- 
lésung im Wasser die Léslichkeit anderer darin vorhandener Stoffe 
herabzusetzen oder aufzuheben, wie es in den Aussalzungserscheinungen 
zutage tritt. 

Fiir eine groBe Anzahl von Salzen hat Newberg (1. c.) die Fahigkeit 
zur Hydrotropie festgestellt. Die von ihm friiher untersuchten Verbindungen 


gehéren hauptsachlich der aromatischen Reihe an. Es handelte sich um 
die Natrium- oder Kaliumsalze der Benzoesiure, der Carbolsaiure, der 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 76, 107, 1916. 





§ 
i 
& 
he) 
A 
ye 














416 R. Tamba: 


Hippursaure, der m-Nitrobenzoesiure, der p-Nitrobenzoesiure, der o-Amino- 
benzoesiure, der m-Aminobenzoeséure, der p-Aminobenzoeséure, der 
o-Jodbenzoesiure, der m-Chlorbenzoeséure, der p-Brombenzoesiéure, der 
o-Oxybenzoeséure, der m-Oxybenzoesiure, der p-Oxybenzoesiure, der 
Anissiure, der m-Toluylsiiure, der o-Kresotinséure, der p-Kresotinsaure, 
der 3,5-Dijodsalicylsiure, der Benzolsulfinsiure, der Benzolsulfosaure, der p- 
Toluolsulfosaure, der «-Naphthoesiure, der §-Naphthoesiure, der «-Oxy- 
naphthoeséure, der £-Oxynaphthoesiure, der «¢-Napthalinsulfosiure, der 
8-Naphthalinsulfosiure, der Naphthenséure, der Abietinsiure, der Sylvin- 
siure, der Thiophencarbonsaure, der Phenylessigsiure, der Phenylpropion- 
saure, der Zimtsaéure, der Mandelsaure. 

AuBer den gewéhnlichen Alkalisalzen kénnen auch die Ammonium- 
und Lithiumverbindungen verwendet werden. Das Lésungsvermégen, das 
die genannten Salze in wisseriger Losung betiitigen, wurde im wesentlichen 
untersucht gegeniiber Alkoholen, Estern, Aldehyden, Ketonen, einfachen 
Basen, Alkaloiden sowie Proteinen. Es zeigte sich, daB Vertreter aller 
dieser Koérperklassen, die in Wasser gar nicht oder schwer léslich sind, 
von den erwéhnten Salzlésungen in wisserige Lésungen iibergefiihrt 
werden. Auch bestimmte anorganische Salze, z. B. kohlensaurer Kalk 
und kohlensaure Magnesia sowie Magnesiumphosphat, ferner Fette, Lipoide, 
Harnsaure, ferner schlieBlich etliche Arzneimittel, wie Antifibrin, An- 
asthesin, Pyramidon, Veronal, Salipyrin, Sulfonal, konnten auf hydro- 
tropischem Wege gelést werden. 


Angesichts der Vielseitigkeit der Erscheinungen und des Interesses, 
das sie beanspruchen, habe ich eine Reihe weiterer Salze auf ihre hydro- 
tropische Kraft untersucht und berichte dariiber im folgenden. 

Zunachst priifte ich bisher wenig untersuchte Salze von alipha- 
tischem Herkommen, so von Isobuttersiure, n-Valeriansiure, n-Capron- 
siure, n-Heptylsiure, Palmitinsiure, Stearinséure, Oleinséure, Trichlor- 
essigsiure; auBerdem Copaivasiure und Abietinsiure. Die beiden 
letztgenannten hydroaromatischen Verbindungen habe ich insbesondere 
wegen ihres Vergleichs mit den Gallenséuren herangezogen. Diese 
besitzen, wie bekannt, die Fiahigkeit, zahlreiche Stoffe zu lésen, und 
zwar ist es nach H. Wieland und H. Sorge!) besonders die Desoxychol- 
siur2, die mit einer ganzen Reihe wasserléslicher Stoffe kristallisierende 
Doppelverbindungen gibt, deren Alkalisalze wasserldslich sind, eine 
Eigenschaft, die nach den Untersuchungen von Fr. Boedecker®) in 
noch stirkerem MaBe der synthetisch gewonnenen Apocholsdure zu- 
kommt. 

Die Resultate, die ich erzielt habe, gehen aus der nachfolgenden 
Ubersicht hervor, die ich fiir jedes einzelne Salz gesondert gebe. Dabei 
habe ich mich darauf beschrinkt, das Vermégen zur Auflésung im 
hydrotropischen Mittel an einzelnen typischen Ko6rperklassen zu 
studieren. 


1) H. Wieland und H. Sorge, H. 97, 1, 1916. 
2) Fr. Boedecker, Ber. 58, 1852, 1920. 
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Hydrotropische Wirkungen der wisserigen Liésung von isobuttersaurem 
Kalium. 
(10g in 20 cem Wasser.) 
1. a) 0,5 cem Amylalkohol werden von 0,5 ccm Butyrat glatt gelést. 
Bei Zugabe von 0,2 ccm Wasser bleibt die Fliissigkeit klar, nach Zugabe 
weiteren 0,1 ccm Wassers tritt Triibung ein, beim Erwarmen wird die 
Fliissigkeit jedoch wieder homogen. 
b) 0,5 cem Amylalkohol werden von 2,0 ccm Butyrat gelést. Bei 
Zugabe von 0,3 cem H,O tritt schwache Triibung ein. 
2. 0,5cem Chinolin lassen sich mit 2,0 cem Butyrat nicht mischen. 
3. 0,5cem Anilin sind mit 3,0cem Butyrat unmischbar. 
4. 0,5 ecem Cyclohexanon und 3,0 ccm Butyrat sind unmischbar. 
5. 0,5cem Benzylalkohol lésen sich in 1,5cem Butyrat beim Er- 
warmen, in der Kilte tritt Triibung ein. 
6. 1,0cem HCl-Chininlésung (lproz.), mit 3,0 ccm isobuttersaurem 
Kalium gemischt, bleibt bei Zusatz von 0,1 cem n/10 NaOH klar. 


Hydrotropische Wirkungen der wisserigen Lésung von n-valeriansaurem 
Kalium. 
(10g in 20 ccm Wasser.) 

1. 1,0cem Amylalkohol lést sich leicht in 0,5cem Valerianat. Bei 
Zugabe von 0,5ccm Wasser tritt Triibung ein, die Fliissigkeit wird bei 
Erwarmen aber wieder klar. 1,2 ccm Wasser vertragt die Lésung in der 
Hitze, bei Zugabe von 1,3ccm Wasser jedoch tritt Sonderung in Schichten ein. 

2. 1,0 cem Benzylalkohol lést sich glatt in 0,5 cem Valerianat. Schon 
0,1 com Wasserzugabe triibt die Lésung stark in der Kilte, beim Er- 
wirmen gehen jedoch alle Substanzen in Lésung. 0,7 com Wasser werden 
nicht mehr vertragen. 

3. 1,0cem Benzaldehyd ist mit Valerianat in Zugaben von 0,5 bis 
4,0 cem unmischbar, 

4. 1,0 cem Cyclopentanol ist mit 0,5, 1,5, 2,5 cem Valerianat mischbar, 
mit 3,0 ccm Valerianat tritt beim Erwarmen Sonderung in Schichten ein. 

5. 0,l com Nitrobenzol ist mit 5,0 ccm Valerianat nicht mischbar. 

6. 0,5 ccm Anilin sind mit 3,0 ccm Valerianat unmischbar. 

7. 1,0ccm Chinolin wird von 0,5 cem Valerianat glatt gelést; 0,1 ccm 
H,O gibt Triibung, beim Erwiairmen Sonderung in Schichten. 

8. 1,0ccem Essigester ist mit 4,0 ccm Valerianat unmischbar. 

9. 1,0cem der HCl-Chininlésung, mit 3,0ccm Valerianat versetzt, 
bleibt auf Zugabe von 0,5 ccm n/10 NaOH klar. 


Hydrotropische Wirkungen der wisserigen Lisung von n-capronsaurem 
Kalium. 
(10 g in 20 ccm Wasser.) 

1, 1,0ecm Amylalkohol lést sich leicht in 0,5 cem Capronat. 0,1 cem 
H,0O wird vertragen, 0,2 com H,O geben Triibung; beim Anwiarmen erfolgt 
Klarung, bei 0,9 ccm H,O tritt Trennung in Schichten ein. 

2. 1,0cem Benzylalkohol ist mit 2,0 cem Capronat unmischbar. 
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. 10cem Benzaldehyd ist mit 2,0 cem Capronat unmischbar. 
. 1,0cem Cyclohexanon ist mit 2,0 ccm Capronat unmischbar. 
0,1 cem Nitrobenzol ist mit 2,0cem Capronat unmischbar. 
0,1 cem Anilin ist mit 2,0 cem Capronat unmischbar. 
. 1,0cem Chinolin ergibt mit 0,5 ccm Capronat eine triibe Lésung, 
mit 2,0cem Capronat tritt beim Erwarmen Sonderung in Schichten ein. 
8. 1,0cem Essigester ist mit 2,0 cem Capronat unmischbar. 
9. 1,0 cem HCl-Chininlésung (lproz.), mit 3,0 cem Capronat gemischt, 
bleibt auf Zusatz von 0,2 cem n/10 NaOH klar. 


Hydrotropische Wirkungen der wisserigen Lésung von n-heptylsaurem 
Natrium. 


(10 g in 20 ccm Wasser.) 


1. 0,2cem Amylalkohol sind mit 0,1 cem Heptylat mischbar und 
vertragen 0,4 ccm Wasserzugabe. Bei 0,5 ccm Wasser tritt Triibung ein, 
die beim Erwarmen verschwindet, bei 0,8ccm Wasserzusatz erfolgt 
Sonderung in Schichten. 

2. 0,2cem Benzylalkohol und 0,1 ccm Heptylat sind glatt mischbar 
und vertragen 0,1 com Wasser; bei 0,2 cem Wasserzugabe starke Triibung; 
mit 0,4 cem Wasser wird die Fliissigkeit triibe. 

3. 0,2cem Benzaldehyd sind mit 0,6 cem Heptylat unmischbar, mit 
0,7ccm Heptylat in der Hitze léslich und vertragen dann 0,2ccem Wasser; 
bei 0,3 cem Wasser Sonderung in Schichten. 

4, 0,2cem Cyclohexanon sind mit 0,1 cem Heptylat glatt mischbar 
bei gelindem Erwarmen, auf Zugabe von 0,1 cem Wasser Triibung. 

5. 0,05 cem Nitrobenzol mit 1,1 cem Heptylat unmischbar, mit 1,2 cem 
fast gelést beim Erwirmen, bei Zugabe von 1,5 ccm Wasser Triibung, 
beim Erwirmen klar, 2,0 cem Wasser werden nicht mehr vertragen. 

6. 0,2 eem Chinolin sind mit 0,1 cem Heptylat glatt mischbar; 0,1 cem 
Wasser wird nicht vertragen. 

7. 0,2cem Essigester sind mit 0,3 cem Heptylat nicht mischbar, mit 
0,4 cem Heptylat glatte Lésung; 0,7 com Wasser werden vertragen. 

8. 0,l cem Iproz. HCl-Chininlésung, mit 0,3 cem Heptylat gemischt, 
bleibt bei Zusatz von 0,7 ccm n/10 NaOH klar. 


Hydrotropische Wirkungen der wisserigen Lésung von palmitinsaurem 
Natrium. 
(5g in 50cem Wasser.) 

1. 0,2cem Amylalkohol sind mit 0,1 ccm palmitinsaurem Natrium 
glatt mischbar. Bei Zusatz von 0,1 cem Wasser Triibung, bei gelindem 
Erwirmen klar, 0,2 cem Wasser werden nicht mehr vertragen. 

2. 0,2cem Benzylalkohol sind mit 0,1 cem palmitinsaurem Natrium 
unmischbar, in 0,4 ccm glatt léslich; 0,1 cem Wasser wird vertragen. 

3. 0,2cem Benzaldehyd sind in 1,0cem palmitinsaurem Natrium 
unléslich. 

4. 0,2ccm Cyclohexanon sind in 0,4ccm palmitinsaurem Natrium 
unléslich, in 0,5 cem glatt léslich und vertragen 5,0 ccm Wasser. 

5. 0,05 com Nitrobenzol sind in 1,0 cem palmitinsaurem Natrium un- 
léslich, in 1,1 cem léslich und vertragen 5,0 ccm Wasser, aber nur beim 
Erwarmen. 
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6. 0,2cem Anilin sind mit 1,0ccm palmitinsaurem Natrium un- 
mischbar, Sonderung in Schichten. 

7. 0,2cem Chinolin sind mit 1,0cem palmitinsaurem Natrium un- 
mischbar. 

8. 1,0cem Iproz. HCl-Chininlésung, mit 0,3cem palmitinsaurem 
Natrium gemischt, bleibt bei Zusatz von 1,0 ccm n/10 Natronlauge klar. 


Hydrotropische Wirkungen der wisserigen Lésung von stearinsaurem 
Natrium. 
(5g in 50ccm Wasser.) 

1. 0,2 cem Amylalkohol sind in 0,1 cem stearinsaurem Natrium glatt 
léslich. 0,1 ccm Wasser wird vertragen, bei 0,2 com Wasser tritt Triibung 
und Sonderung in Schichten ein. 

2. 0,2cem Benzylalkohol sind in 0,4 cem stearinsaurem Natrium un- 
mischbar, mit 0,5 ccm stearinsaurem Natrium klar mischbar und ver- 
tragen 0,1 com Wasser; 0,2 ccm Wasser werden nicht mehr vertragen. 

3. 0,2cem Benzaldehyd sind mit 0,8ccem stearinsaurem Natrium 
nicht mischbar. 

4. 0,2cem Cyclohexanon sind mit 0,3ccm stearinsaurem Natrium 
nicht mischbar. 

5. 0,05 ecm Nitrobenzol lassen sich mit 0,8 ccm stearinsaurem Natrium 
nicht mischen. 

6. 0,2 cem Anilin lésen sich nicht in 0,3 cem stearinsaurem Natrium, 
Sonderung in Schichten. 

7. 0,2cem Chinolin sind mit 0,1 ccm stearinsaurem Natrium glatt 
léslich, bei 0,1 cem Wasser starke Triibung und bald Sonderung in Schichten. 

8. 0,lecem Iproz. HCl-Chininldsung, mit 0,3cem _ stearinsaurem 
Natrium vermischt, bleibt auf Zusatz von 1 cem n/10 Natronlauge klar. 


Hydrotropische Wirkungen der wisserigen Lésung von oleinsaurem 
Kalium. 


(10 g in 50 ccm Wasser.) 

1. 0,2cem Amylalkohol sind mit 0,1 cem oleinsaurem Kalium glatt 
mischbar, 0,3 ccm H,O werden beim Erwirmen vertragen. 

2. 0,2 eem Benzylalkohol sind mit 0,2 ccm oleinsaurem Kalium beim 
Anwarmen mischber. 

3. 0,2 cem Benzaldehyd sind mit oleinsaurem Kalium nicht mischbar. 

4, a) 0,2 com Cyclohexanon sind in 0,1 cem oleinsaurem Kalium glatt 
léslich. Eine Zugabe von Wasser wird in der Kalte nicht vertragen. 


b) 0,2 eem Cyclohexanon, mit 0,3 cem oleinsaurem Kalium in Lésung 
gebracht, vertragen einen beliebigen Wasserzusatz. 

5. 0,05 cem Nitrobenzol, mit 0,9 cem oleinsaurem Kalium vermischt, 
ergeben beim Erwarmen eine fast véllige Lésung und vertragen dann einen 
beliebigen Zusatz von Wasser. 

6. 0,2cem Anilin sind mit 0,6cem oleinsaurem Kalium beim Er- 
warmen mischbar und vertragen 2,0 ccm Wasserzusatz. 
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7. 0,2 cem Chinolin sind mit 0,6 cem oleinsaurem Kalium unmischbar, 
mit 0,7 ccm oleinsaurem Kalium beim Erwarmen léslich und vertragen 
dann 3,0ccm Wasser. 

8. 0,1 eem HCl-Chininlésung (1 proz.), mit 0,3 cem oleinsaurem Kalium 
gemischt, vertragt einen Zusatz von n/10 Natronlauge in beliebiger Menge. 


Hydrotropische Wirkungen der wisserigen Lésung von trichloressigsaurem 
Natrium. 


(5g in 10ccm Wasser.) 


1. 0,2 com Amylalkohol gehen mit 0,1 cem trichloressigsaurem Natrium 
leicht in Lésung und vertragen 0,2 cem Wasser. 

2. a) 0,2cem Benzylalkohol sind in 0,lcem_ trichloressigsaurem 
Natrium léslich; 0,1 cem Wasser ergeben zuniachst Triibung, darauf 
Sonderung in Schichten. 

b) 0,2 cem Benzylalkohol, mit 0.3 cem trichloressigsaurem Natrium 
vermischt, vertragen 0,2 com Wasser. 

3. 0,2cem Benzaldehyd sind mit trichloressigsaurem Natrium nicht 
mischbar. 

4. a) 0,2ccm Cyclohexanon sind mit 0,1 ccm: trichloressigsaurem 
Natrium glatt mischbar und vertragen keinen Zusatz von Wasser. 

b) 0,2 cem Cyclohexanon, mit 0,3 ccm trichloressigsaurem Natrium 
vermischt, vertragen 0,7 ccm H,O. 

5. 0,05 ccm Nitrobenzol sind mit trichloressigsaurem Natrium nicht 
léslich. 

6. 0,2cem Anilin sind mit trichloressigsaurem Natrium unmischbar. 

7. 0,2 cem Chinolin sind mit trichloressigsaurem Natrium unmischbar. 

8. 0,1 cem lproz. HCl-Chininlésung, mit 0,4 ccm trichloressigsaurem 
Natrium vermischt, vertragt eine beliebige Zugabe von n/10 Natronlauge. 


Hydrotropische Wirkungen der wisserigen Liésung von copaivasaurem 
Natrium. 


(5g in 10 ccm Wasser.) 


1. 0,2cem Amylalkohol sind mit 0,lccm copaivasaurem Natrium 
glatt mischbar, 0,7 cem Wasser werden vertragen. 

2. 0,2 com Benzylalkohol sind mit copaivasaurem Natrium unmischbar. 

3. 0,2cem Benzaldehyd sind mit 1,0cem copaivasaurem Natrium 
nicht mischbar. 

4. 0,2cem Cyclohexanon sind mit 0,7 ccm copaivasaurem Natrium 
nicht mischbar; 0,8 ccm copaivasaures Natrium ergeben Lésung, die 3,0 ccm 
Wasser vertriagt. 

5. 0,05 cem Nitrobenzol sind mit 0,2ccm copaivasaurem Natrium 
nicht mischbar; mit 0,3 cem copaivasaurem Natrium gehen sie in Lésung, 
0,2 ccm Wasser werden alsdann vertragen. 

6. 0,2cem Anilin gehen mit 1,0 ccm copaivasaurem Natrium gut in 
Lésung und vertragen eine beliebige Wasserzugabe. 

7. 0,2cem Chinolin sind mit 1,0 ccm copaivasaurem Natrium nicht 
mischbar. 

8. 0,lceem Ilproz. HCl-Chininlésung, mit 0,3cem copaivasaurem 
Natrium vermischt, vertragt einen Zusatz von 1,0 ccm n/10 Natronlauge. 
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Hydrotropische Wirkungen der wisserigen Liésung von abietinsaurem 
Natrium. 


(10g in 30 cem Wasser.) 


1. 0,2 cem Amylalkohol lassen sich mit 0,1 cem abietinsaurem Natrium 
lésen und vertragen 0,3 com Wasser. 

2. 0,2cem Benzylalkohol sind in 0,7 ccm abietinsaurem Natrium 
léslich und vertragen 2,5 ccm H,O. 

3. 0,2 com Benzaldehyd lassen sich mit 0,9 cem abietinsaurem Natrium 
mischen und vertragen 0,4 ccm H,O. 

4. 0,2cem Cyclohexanon sind mit 0,3 ccm abietinsaurem Natrium 
klar mischbar und vertragen 0,2 cem Wasser. 

5. 0,05 ccm Nitrobenzol gehen mit 0,8 ccm abietinsaurem Natrium 
glatt in Lésung und vertragen 1,0 ccm H,0O. 

6. 0,2 cem Anilin lassen sich mit 0,4 cem abietinsaurem Natrium glatt 
lésen und vertragen 0,4 ccm Wasser. 

7. 0,2cem Chinolin sind mit 0,8 ccm abietinsaurem Natrium klar 
mischbar und vertragen 2,0 cem Wasser. 

8. 0,lcem Ilproz. HCl-Chininlésung bleibt nach Zumischung von 
0,3 ccm abietinsaurem Natrium auf Zusatz von 1,0 ccm n/10 NaOH klar, 

9. 0,4 ccm copaivasaures Natrium (50proz.) kénnen 0,5 g Cholesterin 
vollstandig auflésen und vertragen 0,5 cem H,O. 

10. 0,6cem abietinsaures Natrium (10g in 30cem H,O) kénnen 
0,05 g Cholesterin vollstandig auflésen; eine Zugabe von 0,9 ccm Wasser 
wird vertragen. 


vane apm! 

















Darstellung von Acetessigsiurelésungen. 


Von 
Gustaf Ljunggren. 
(Medizinisch-chemisches Institut Lund.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1924.) 


Uber Acetessigsiure, ihr Verhalten inner- und auBerhalb des 
Organismus sind eine groBe Anzahl Experimentaluntersuchungen aus- 
gefiihrt worden. AnlaB hierzu war ihre hervorragende physiologische 
Bedeutung, nicht nur auf Grund ihres Zusammenhanges mit den Aceton- 
kérpern bei Diabetes, sondern auch der groBen Rolle halber, die sie 
als Zwischenprodukt beim Stoffwechsel spielt. Zu diesen Versuchen 
bereitete man Lésungen des Natriumsalzes, welches im Gegensatz zur 
freien Saéure in der Kialte besser haltbar ist. Die Methoden, deren 
man sich bedient hat, um aus dem Acetessigester durch Hydrolyse 
das Natriumsalz zu erhalten, sind indessen oft kompliziert und verlust- 
bringend. 

Die Acetessigsiure wurde zuerst von Ceresole (1) dargestellt und isoliert. 
Seine Methode wurde dann mit nur geringen Abanderungen zur Darstellung 


von Acetessigsiurelésungen verwendet. So gibt Newberg (2) an: ,,13 cem | 


reiner Acetessigester werden mit 485 ccm Wasser tibergossen und mit 
15 cem konzentrierter Natronlauge (D = 1,34) versetzt. Beim Umschiitteln 
erfolgt alsbald homogene Mischung. Nach 24stiindigem Stehen sattigt 
man mit Kohlendioxyd, schiittelt die alkalische Lésung mehrfach in einem 
Scheidetrichter mit Ather aus, der unverseiften Acetessigester aufnimmt. 
Nach dem Abheben der Atherschicht neutralisiert man die alkalische 
Fliissigkeit genau mit verdiinnter Schwefelsiure. Diese Lésung von acet- 
essigsaurem Natrium kann zu allen Reaktionen der Saure dienen‘*. Hurtley (3) 
1aBt die alkalische Hydrolysemischung 44,5 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen. Engfeldt (4) la8t die Hydrolysemischung 24 Stunden bei 37° stehen, 
ist jedoch der Ansicht, daB die Verseifung auch dann nicht vollendet ist, 
und da8 man auf Grund gleichzeitig erfolgender Acetonspaltung keine 
langeren Zeiten verwenden diirfe. Bei der Entfernung von unverbrauchtem 
Ester mu8 man auf Verunreinigungen, die sich am besten im Handel erhalt- 
lichen Ather befinden, Riicksicht nehmen. SchlieBlich mu8B die Lésung 
bei 37° mit Tierkohle entfirbt werden. Durch eine geeignete Vakuum- 
behandlung und Durchliiftung bei etwa 30° lat sich aller Ather und der 
gréBte Teil des bei der Bereitung gebildeten Alkohols und Acetons entfernen. 
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Nach dieser Behandlung wird die Lésung mit Salzsiure in geringem Uber- 
schu8 neutralisiert, aufs neue mit einem Vakuumluftstrom behandelt und 
schlieBlich mit Natronlauge bis zu einer schwachen Rosafirbung (Rosol- 
siure) versetzt. Dann wurde die Lésung auf die gewiinschte Stiirke ver- 
diinnt und der Gehalt nach Messinger bestimmt. Schaeffer (5) stellt sich 
eine reine Lésung her, indem er nach vollendeter Hydrolyse und dem 
Entfernen eventuell unverbrauchten Esters mit Ather ansiuert, die Saéure 
darauf mit Ather extrahiert und dann die Atherlésung mit Alkali schiittelt. 

Diese langen Zeiten zur Hydrolyse scheinen iiberfliissig zu sein 
und bringen unerwiinschte Komplikationen mit sich, worauf zuerst 
Widmark (6) aufmerksam machte. Goldschmidt und Mitarbeiter (7) haben 
nimlich die Hydrolyse des Acetessigesters eingehend studiert und 
gezeigt, daB sie eine monomolekulare Reaktion ist. Sie bestimmten 
auch die Geschwindigkeitskoeffizienten. Aus den Werten fir dieselben 
ergibt sich, daB der Acetessigsiureathylester bei 25° (k = 0,0080 Brigg. 
log.) nach 38 Minuten zur Halfte verseift ist und daB nach 6 Stunden 
und 15 Minuten von der urspriinglichen Estermenge nur mehr 1 Prom. 
iibrigbleibt, ein Wert, von dem es mehr als zweifelhaft ist, ob man 
durch einfaches Ausschiitteln mit Ather in alkalischer Lésung tber- 
haupt mehr-erreichen kann. Fiir den Methylester (8) sind die entsprechen- 
den Werte 25 Minuten, sowie 4 Stunden 10 Minuten, also noch kiirzere 
Zeiten. Daraus, daB die Reaktion monomolekular ist, folgt, daB die 
Geschwindigkeit, wenigstens innerhalb gewisser Grenzen, von der 
Konzentration unabhingig ist, was indessen wahrscheinlich bei sehr 
starken Lésungen, fiir welche die Gesetze verdiinnter Lésungen keine 
Giltigkeit mehr haben, nicht der Fall ist. 

Ein Nachteil der langen Hydrolysezeit ist, daB die gebildete Acet- 
essigsiure wihrend dieser Zeit eine Ketonspaltung erfabrt. Die Kinetik 
derselben wurde von Widmark (6) (9) bestimmt. Die Reaktion ist in alka- 
lischer Lésung monomolekular (k = 0,00002 nat. log., 25°). Wahrend 
einer Hydrolysezeit von 4 Stunden werden also ungefahr 0,3 Proz. 
unter Bildung von Aceton und Kohlensaure gespalten. 

Handelt es sich um genaue Versuche, so mu$ man darauf Riick- 
sicht nehmen, da8 das Handelsprodukt nicht rein ist. Wie schon 
Ceresole gezeigt hat, enthalt der Acetessigester immer etwas Dehydracet- 
séure, die indessen leicht durch Ausschiitteln mit Pottasche entfernt 
werden kann. Elion (10) zeigte, daB er bis zu 4 Proz. Verunreinigungen 
enthalt, wahrscheinlich héhere Homologen des Esters, welche durch 
fraktionierte Destillation nicht entfernt werden kénnen. Ein voll- 
stiindig reines Produkt erhalt man durch die Uberfiihrung desselben 
in seine Bisulfitverbindung. Der Methylester wird, wie ich gezeigt 
habe (8), mit Vorteil auf die gleiche Weise gereinigt. Dieser Ester ist 
allerdings teurer, er hat jedoch vor der Athylverbindung den Vorteil, 
daB er rascher hydrolysiert wird, also unter geringerer Spaltung. Auch 
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wirkt der hierbei gebildete Methylalkohol auf eventuell darauf folgende 
Acetonbestimmungen nicht stérend ein, oder er kann auch, wenn 
notwendig, seiner gréBeren Fliichtigkeit halber leichter als der Athyl- 
alkohol entfernt werden. Doch ist die stérende Einwirkung von 
Athylalkohol bei der Acetonbestimmung oft tibertrieben. 

Da diese Esterhydrolyse monomolekular ist, ist auch die Ge- 
schwindigkeit einem erhéhten Zusatz von Alkali nicht proportional, 
weshalb man einen unndtigen Uberschu8 desselben, der spiter neutra- 
lisiert werden miBte, nicht zu verwenden braucht. Widmark (6) stellte 
fest, da8 bei der Hydrolyse immer einige Prozent mehr Alkali als 
theoretisch berechnet, verbraucht wird. Dies habe auch ich beob- 
achtet, es trifft indessen nicht zu, wenn man von gereinigtem Ester 
ausgeht sowie JenaglasgefiBe anwendet, welche nach Ostwald (11) 
mit Wasserdampf ausgedimpft und mit kohlensiurefreier Luft durch- 
geblasen wurden. 

Ein Alkaliiiberschu8 von einigen wenigen Prozenten ist jedoch zu 
empfehlen, so daB man sicher sein kann, daB die Reaktion vollstandig 
verliuft. Fiigt man den Ester zu einer vorher abgemessenen Menge 
Alkali hinzu, so kann man, wie der folgende Versuch zeigt, mit dem 
Volumen als Addent rechnen. Das spezifische Gewicht einer 0,0945 n 
Natronlauge wurde bei 18° zu 1,002 bestimmt. Hierauf wurden 1,0546 g 
Ester, spezifisches Gewicht (8) D?® = 1,0762, einem Volumen von 
0,980 ccm entsprechend abgewogen und in einem Kolben mit 100,40 cem 
der Lauge versetzt. Das spezifische Gewicht der Mischung wurde zu 
1,0025 bestimmt, berechnet 1,0023. 

Nach Schlu8 der Hydrolyse wird der Alkaliiiberschu8 mit Salz- 
siure neutralisiert oder, wenn die Lésung fiir Injektionen verwendet 
werden soll, indem man wihrend 10 Minuten Kohlensiure durchblast. 
Die Lésung enthalt dann als Verunreinigungen nur bei der Neutrali- 
sation gebildete Chloride oder Carbonate, deren Mengen jedoch minimal 
gemacht werden kénnen, sowie unbedeutende Spuren von Aceton, 
entsprechende Mengen Carbonat und Methylalkohol. Ist es fir die 
Versuche, zu denen die Lésung verwendet werden soll, nétig, daB 
dieser entfernt wird, so geschieht dies am einfachsten durch Austreiben 
mittels eines Luftstromes im Vakuum. Hierbei ist zu beachten, dai 
der Luftstrom zuerst gewaschen werden soll, was am besten mit alka- 
lischer Jodlésung geschieht, daB sich die Lésung selbst in einem Wasser- 
thermostaten befindet, um eine Abkihlung wahrend der Verdunstung 
zu verhindern, und daB der Methylalkohol in einer mit konzentrierter 
Schwefelsiure beschickten Waschflasche, zu der nur ein kurzes Rohr 
fiihrt, absorbiert wird. Je gréBere Kapazitit die Luftpumpe besitzt, 
einen desto kraftigeren Luftstrom kann man, ohne den Druck zu er- 
héhen, durch die Lésung leiten. Anstatt der gewéhnlichen Wasser- 
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strahlpumpen, welche zu schwach sind, habe ich eine Gaedepumpe 
verwendet. Hierbei wird, um die Pumpe:zu schiitzen, zwischen dieser 
und der Waschflasche ein mit Kali und Natronkalk beschickter Trocken- 
turm eingeschaltet. Wie lange die Destillation zu dauern hat, ist vom 
Apparat, dem Druck und der Temperatur abhingig und muB durch 
einen Vorversuch ermittelt werden. Als Vergleich kann angefihrt 
werden, daB aus 10ccm 5proz. Methylalkohols bei 25° und 5mm Hg 
dieser in 12 Minuten, praktisch genommen, vollstandig entfernt wurde. 

Hinsichtlich der Haltbarkeit einer Natriumacetoacetatlésung sei 
folgendes angefiihrt: Der Koeffizient fiir die Ketonspaltungsgeschwin- 
digkeit derselben betrigt bei 37° 0,00008 (nat. log.) und bei 25° 0,00002. 
Hieraus berechnet sich der Temperaturkoeffizient nach der Formel: 

t— te 

x =¢ 1 oder log K, —log K, = 1 logt; +t = 3,2. 

Der Geschwindigkeitskoeffizient bei 0°, der auf Grund der langsamen 
Reaktion schwer bestimmt werden kann, laBt sich aus diesem Werte 
zu k = 0,000001 herleiten, und berechnet man aus der Formel fiir die 
monomolekulare Reaktion die Spaltung waihrend 24 Stunden, so erhilt 
man als Resultat 0,15 Proz. 

Eine reine und definierbare Lésung von Natriumacetoacetat wird nach 
obigem am einfachsten dargestellt, indem man in einem mit kohlensdure- 
freier Luft ausgeblasenen Jenakolben eine mit etwa 2 Proz. Uberschup 
berechnete Menge Natronlauge auf 25° vorwdrmt, sowie dann, am besten 
mit einer ausgewogenen Pipette, den Acetessigsdéuremethylester zusetz. 
Nach 4 Stunden und 10 Minuten ist die Hydrolyse beendet und die Lésung 
wird mit Salzsdéure oder Kohlenséure neutralisiert. Die so erhaltene 
Lésung ist um 0,3 Proz. schwicher als theoretisch berechnet. Gebildeter 
Methylakolhol kann durch Durchblasen von reiner Luft im Vakuum 
entfernt werden. Wird Acetessigsduredthylester benutzt, ist die H ydrolyse 
nach 6 Stunden und 15 Minuten vollzogen. Bei Aufbewahrung iiber Eis 
zerfallen pro Tag 0,15 Proz. 
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Uber 
eine neue kolorimetrische Mikro-Phosphorsiurebestimmung. 


Von 
Y. Terada (aus Nagoya). 
(Aus dem Institut fiir animalische Physiologie, Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1924.) 


Zur Bestimmung sehr kleiner Phosphorsiuremengen sind heute 
im wesentlichen zwei Verfahren im Gebrauch, naimlich die von Klein- 
mann1) angegebene nephelometrische und die von Embden?) auf Grund 
der Arbeiten von Pouget-Chouchok*) und Kleinmann ausgearbeitete 
gravimetrische Methode. Bei der auBerordentlichen Bedeutung, welche 
die Phosphorséurebestimmung heute in der Physiologie und Klinik 
hat, lag es nahe, zu versuchen, eine den genannten Methoden gleich- 
artige auszuarbeiten, welche ohne viel Zeitaufwand und mit einfachen 
Mitteln auch dem weniger geiibten Analytiker zuginglich ware. 

Besonders geeignet wiirde ein Verfahren sein, das die einfachste 
Art der quantitativen Erfassung eines Stoffes, naimlich die kolori- 
metrische nutzbar macht. Dies kann aber bei der Phosphorsdure nur 
indirekt geschehen, indem man sie durch Molybdansiure selbst oder 
durch Molybddnstrychnin nach dem Vorgehen von Kleinmann und 
Embden ausfallt, die frei gemachte Molybdansaure durch eine Farben- 
reaktion sichtbar macht und nach Kolorimetrierung auf die anfingliche 
Phosphorséuremenge berechnet. Von den vielen bekannten Farben- 
reaktionen des Molybdins hat sich bei meinen Versuchen am brauch- 
barsten die von Spiegel und Maas‘) angegebene weinrote Farbung 
erwiesen, welche bei Reduktion der Molybdansiéure durch Phenyl- 
hydrazin (Chlorhydrat) in essigsaurer Lésung auftritt. 

Versuche, die Phosphorsiiure im Molybdinkomplex durch kolorimetri- 
sche Bestimmung zu analysieren, sind in den letzten Jahrzehnten wiederholt 


gemacht worden. Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber dieselben gibt H. Klein- 
mann, der sich eingehend mit der Kolorimetrie des Molybdanrots und 


1) Diese Zeitschr. 99, 19, 1919. 

2) Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abt. I, Teil 3, Heft 5, 1921. 
3) Bull. soc. chim. 4, 164, 1909; 649, 1911. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 86, 512, 1903. 
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Molybdanblasis befaBt hat. Er kommt zu dem Resultat,,da8 im wesentlichen 
nur die Farbung, welche Molybdin mit Ferrocyankalium gibt, eine gute 
Grundlage fiir die Bestimmung der Phosphorsaure bildet. _Mengen unter 
0,1 mg sind aber nicht mit dieser Methode zu fassen. Die Fehlergrenze 
betragt 0,6 Proz. Von auslindischen Autoren haben sich in der neuesten Zeit 
hauptsachlich Bell-Doisy') und Denigés*) um einfache, brauchbare, kolori- 
metrische P-Bestimmungsmethoden bemiiht. Sie verzichten aber auf die 
Verwendung des Molybdinstrychninreagens. Die erst nach Abschlu8 der vor- 
liegenden Untersuchungen uns zu Gesicht gekommene Arbeit von T'isdall*), 
welcher Molybdin mit Ferrocyankalium reduziert, benutzt zwar das 
Molybdanstrychnin, die Fehlergrenze aber ist etwa 5 Proz. Die vorliegende 
Methode hilft nun insofern einem gewissen Mangel ab, als sie trotz aller 
Einfachheit den Vergleich mit den besten bisher gebrauchlichen Verfahren 
in bezug auf Empfindlichkeit und Genauigkeit auszuhalten vermag. 


Erforderliche Reagenzien. 


1. Molybdain-Strychninlésung. 3g Ammoniummolybdat werden in 
20cem Wasser hei® gelést. Ebenso lést man 0,15g Strychninnitrat 
(strychnin. nitric. puriss. Merck) in 20 ccm heiBem Wasser auf. Dann 
bringt man beide Lésungen in einen 100-cem-MeBkolben und fiillt mit 
25proz. Salpetersiurelésung auf 100cem auf. Die Aufbewahrung der 
Lésung erfolgt in brauner Flasche. Die Lésung mu8 vor dem Gebrauch 
mit einem aschefreien Filter filtriert werden. Das Strychninnitrat soll 
brucinfrei sein. 

2. 5proz. Salpetersaure. 

3. 10proz. Natriumcarbonatlésung. 

4. Phenylhydrazinlésung. 2 g Phenylhydrazinchlorhydrat + 0,5 g Oxal- 
sdure werden in 100 ccm 30proz. Essigsiure gelést; die Lésung wird filtriert 
und in brauner Flasche aufbewahrt. 

5. Stammlésung von Ammoniumphosphormolybdat. 0,265 g von reinem 
trockenen phosphormolybdansauren Ammonium werden in 5proz. Natrium- 
carbonatlésung ad 200ccm gelést. Der Gehalt dieser Lésung an P,O,; 
betragt dann 3,784 Proz. 

6. Farbenstandardlésungen. Zu 10cem Phenylhydrazinchlorhydrat- 
lésung werden verschiedene Mengen phosphormolybdansaures Ammonium 
gegeben, und zwar entsprechen nach Tabelle I: 


Tabelle I. 





. Ammoniumphosphormolybdat- : 
Standard lésung (Nr. 5) in com || P2Os in mg 


6 0,3 


A. 

-. 4 0.2 
O: 2 0.1 
?-. 12 0,06 


Die bei der Reaktion auftretende weinrote Farbe kann bei Aufbewahrung 
in dunkler Flasche noch nach 5 bis 8 Tagen zum Kolorimetrieren benutzt 
werden. Im direkten Sonnenschein verindert sie sich bereits nach 30 Minuten, 


1) Journ. of biol. Chem. 44, 55, 1920. 
2) C. r. des séances de la soc. de Biol. 84, 875, 1921. 
3) Journ. of biol. Chem. 50, 329, 1922. 
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indem schlieBlich ein dunkelbraunlicher Farbenton auftritt. In diffusem 
Licht kommen zuerst nach 3 Stunden geringe Farbenanderungen zustande, 
so daB man zweckmaBig innerhalb zweier Stunden das Kolorimetrieren 
beendet hat. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


4 bis 5cem der zu untersuchenden Flissigkeit werden in ein 
Zentrifugenglas von 14 bis 15ccm Inhalt gegeben und mit 5 ccm 
Strychninmolybdanreagens (Nr. 1) versetzt. Man schiittelt einigemal 
tiichtig durch und zentrifugiert nach einer Stunde (eventuell auch erst 
nach zwei Stunden) bis zum vélligen Absetzen des Niederschlages ab. 
Der Niederschlag wird dreimal mit 5cem 5proz. Salpetersiure unter 
Umrihren mit einem diinnen Glasstabchen gewaschen und jedesmal 
hinterher abzentrifugiert. Danach wird er mit 1 bis 2cem 10proz. 
Natriumcarbonatlésung unter leichtem Erwarmen gelést. Eventuell 
noch vorhandene Riickstande lésen sich spaiter auf dem Wasserbade. 

Dieser Lésung setzt man — alles in dem gleichen Zentrifugenglas — 
10ccm Phenylhydrazinlésung zu und erwirmt das ganze 30 Minuten 
auf dem Wasserbade bei 70 bis 80°. Die entstandene weinrote Farb- 
lésung wird sodann quantitativ in einen MeBkolben von 100 ccm iiber- 
gefiihrt und mit destilliertem Wasser auf 100 aufgefiillt. Hierauf wird 
eine Probe der Lésung im Reagenzglas mit den verschiedenen auf 
Vorrat gehaltenen Standardlésungen oberflichlich verglichen und 
zwischen zwei derselben eingepaBt. Der kolorimetrische Vergleich mit 
Hilfe des Dubosqueschen Kolorimeters (mit Lummer-Brodhuhnschem 
Prisma) geschieht gegen die passendste Standardlésung, welche am 
besten frisch bereitet und innerhalb zweier Stunden benutzt wird. 
Liegt der Farbwert in der Mitte zweier Standardlésungen, so findet 
der Vergleich zweckmaBigerweise gegen beide statt. 

Beim Kolorimetrieren stellt man die Schichtdicke der Standardlésung 
(Dy) méglichst auf Skalenteil 80, mindestens aber iiber 50 ein, da sich auf 
diese Weise die Eigenfarbe der Phenylhydrazinchlorhydratlésung vdllig 
verdecken 1aBt. 


Berechnung: Bezeichnet man den Standardwert der benutztenVergleichs- 
lésung (6) mit w, die Schichtdicke der zu priifenden Lésung mit D,, so ist ihr 
Gehalt an P,O, = Pa-8. Der Gehalt an H,PO, ergibt sich durch 
Multiplikation mit 1,38. 

Kritik der Methode. 


1. Die Anderung der Farbtiefe ist proportional der Konzentration 
des P, O;-Gehaltes. 

2. In einer Phosphatlésung von einem P,O,-Gehalt zwischen 0,3 
und 0,06 mg ist eine genaue quantitative Bestimmung des P, 0; méglich. 
Die Fehlergrenze ist durch diejenige des Kolorimetrierens gegeben und 
betrigt ungefihr 0,5 Proz. (Tabelle II). 














Neue kolorimetrische Mikro-Phosphorsdurebestimmung. 429 
Tabelle IT. 
P,OssGehalt || Schichtdicke in mm Bestimmungs: 
in mg | Standardlésung | Phosphatlésung febler in Pros. 
80 0 
0,3 > ‘B) ! 71975 || 08 
|| 40 0 
( 60 oe 
0,15 90 (C) 59,75 || 04 
| 309 =| Soo 
( 79,75 0,3 
0,1 80 (C) | 80 oa. ae 
|| 799 0,1 
88,75 | 0 
0,09 80 (C) 1 88.9 | On 
88,9 
| 7525 | 0,83 
0,08 60 (C) 1 75,1 | 0 
16,25 | 0,38 
(60,1 0,17 
0,07 70 (D) 6025 | 0,4 
| eo | o 
| 79,75 || 08 
0,06 | 80(D) 1 79,9 cee 
80 | 0 


Ist eine héhere Konzentration zu erwarten, so ist die Lésung 
vorher zu verdiinnen. Bei sehr verdiinnten Phosphatlésungen kann 
durch entsprechende Einengung ebenfalls noch eine genaue Bestimmung 
erméglicht werden. 

KH,PO, wurde dreimal umkristallisiert und im Trockenschrank bei 
110° gut getrocknet. Davon wurden 0,9583 g gegliiht bis zur Gewichts- 
konstanz. Bei zweimaliger Wagung wurden 0,8314 und 0,8316 g gefunden. 
Bei véllig reinen Praparaten betragt der Wert nach T'readwell') 0,8315 g. 
Mit Hilfe dieses reinen Priparates wurden nun Phosphatlésungen von 
verschiedener Konzentration hergestellt und diese mit der entsprechenden 
Standardlésung kolorimetrisch verglichen. Auf diese Weise konnte der 
Fehler der Mikrobestimmung ermittelt werden. 

3. Die Phosphorsiurebestimmung im Harn mittels Makromethode 
ergibt mit der vorliegenden Mikromethode gute Ubereinstimmung 
(s. Tabelle III). 


Tabelle III. Phosphorséurebestimmungen im Harn. 





P,O;sMenge (my) in 50 ccm unverdiinntem Harn 


Makromethode (50 ccm) Mikromethode (0,17 ccm) 
— 68,46 
69 68,58 
_— 68,46 


1) Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 2, 625, 1922 
28 * 
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Mit der Uranmethode wurden im Harn 69mg P,O, in 50 ccm ge- 
funden. Als Indikator wurde Cochenille benutzt. Fiir die Mikrobestimmung 
wurde der Harn auf das 30fache verdiinnt, und es gelangen 5 cem davon 
zur Analyse. Die gefundene P,O,-Menge wurde auf 50 ccm unverdiinnten 
Harns umgerechnet und das Resultat mit dem der Makromethode ver- 
glichen. 

4. Die Phosphorsiurebestimmung im Froschmuskel stimmt mit 
den Resultaten, wie sie durch die Embdensche gravimetrische Methode 
erhalten werden, gut iiberein. Unsere Methode braucht aber weniger 
Zeit, erfordert weniger Ausgangsmaterial und ist erheblich billiger 
(s. Tabelle IV). 

Tabelle IV. 


Phosphorsaéurebestimmung im Froschmuskel bei Ran. esculenta. 





Benutzte Gefundene H3P.O,-Menge i. Proz. 
Nr. Muskelmenge ———— 
g kolorimetrisch | gravimetrisch 
| j 
la 07993 =| 03142 0,3212 
lb 0,8548 || 03173 0.3152 
21) 1,5851 || 0,3214 0,3258 


10 cem-Schenckfiltrat wurden auf 100 ccm aufgefiillt, davon wurden 
50 cem fiir die gravimetrische, 10 cem fiir die kolorimetrische Bestimmung 
benutzt. 

Herrn Prof. Bethe méchte ich auch an dieser Stelle danken fir 
das Interesse, das er stets meiner Arbeit entgegengebracht hat. 


1) Bei Versuch 2 wurden vom Schenckfiltrat fiir die gravimetrische 
Bestimmung 12 ccm, fiir die kolorimetrische 1 com genommen. 




















Bemerkungen zur Wirkungsweise des Quecksilbers. 


Von 
Wolfgang Heubner (Géttingen). 
(Eingegangen am 8. Januar 1924.) 


Seit den bekannten Arbeiten von Kroenig und Paul!) gilt es bei 
zahlreichen Forschern und Lehrern als Axiom, daB das eigentlich 
wirksame Prinzip der Quecksilberverbindungen ausschlieBlich die 
Quecksilberionen seien, mindestens bei der desinfizierenden Wirkung?). 
GewiB wird dies Axiom durch zahlreiche Befunde gestiitzt. Gewohnlich 
wird aber nicht beachtet, daB mindestens ein Teil dieser Befunde 
gedeutet werden kann, ohne daB man das Quecksilberion als das 
wesentlichste Agens ansieht, und nur selten wird Riicksicht darauf 
genommen, da’ verschiedene Tatsachen zu dem Axiom nicht ganz 
stimmen und wenigstens ergdnzende Annahmen nétig machen. 

Die wichtigste dieser Tatsachen ist die geringere Wirksamkeit des starker 
dissoziierten Quecksilbernitrats (und -sulfats) gegeniiber dem schwacher 
dissozierten Chlorid. Wie Hailer*) mit Recht ausfiihrt, kann dies erklart 
werden durch die partiell kolloide Natur und die dadurch bedingte stirkere 
Adsorbierbarkeit, vor allem aber durch eine bessere Léslichkeit des Sublimat- 
molekiils in Eiwei8 und Lipoiden, kurz in einer besseren Aufnahmefahigkeit 
ins Innere der Zellen; er meint, daB die Wirkung des Sublimats auf die 
Zellvermehrung ,,danach vorwiegend dem undissoziierten Molekiil zukime.‘ 
Ich glaube, man kénnte auf Grund dieses Materials auch mit einer Analogie 
zum Ammoniak und zur Essigsiure auskommen, die im Vergleich zu den 
stark dissoziierten Basen und Sauren leichter als nicht dissoziiertes Molekiil 
eindringen, im Innern aber dann die wirksamen Ionen bilden, die selbst 
nicht permeabel sind. 


Trotalem scheint mir die alleinige Betrachtung der Quecksilber- 
ionen die Komplikation der gegebenen Reaktionsméglichkeiten zu ver- 


kennen. Osfenbar muB8 man sich doch bei Annahme des genannten 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 21, 414, 1896; Zeitschr. f. Hygiene 25, 
1, 1897. 

2) Als Beispiele aus neuerer Zeit vgl. Joachimoglu, diese Zeitschr. 121, 
259, 1921; Schoeller und Heck, ebendaselbst 140, 28, 1923. 

3) Die Desinfektion, im Handbuch der Hygiene (Weyl-Gdrtner), 2. Aufl, 
8, 1051, 1922. 
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Axioms die Reaktion zwischen Quecksilber und Zellsubstanz, also 
vornehmlich EiweiB, als einfache Salzbildung denken, denn dies ist 
die Reaktionsweise der Ionen; es miiBte also das Quecksilberion mit 
einem sauren EjiweiBrest zusammentreten, wahrend zwei andere, 
positiv geladene Valenzen das EiweifS verlassen und die Chloridionen 
des Sublimats absattigen. Denkt man an sogenannte ,,Adsorption“ 
von Quecksilberionen, so wiirde das chemisch entweder ebenfalls eine 
Salzbildung durch Neutralisation zweier negativer Ladungen des 
Adsorbens bedeuten oder der Bildung eines positiv geladenen Komplex- 
ions entsprechen. Diese letzte Vorstellung scheidet wohl sofort fiir 
jeden aus, dem die chemische Natur des Quecksilbers einigermaBen 
vertraut ist. Die einfache Salzbildung ist an sich méglich, aber ich 
meine, sie sollte bei den in Frage kommenden Bedingungen, namlich 
bei der Gegenwart von Chloriden und Polypeptiden nicht allein, ja 
nicht einmal vorwiegend ins Auge gefaBt werden. Denn vielen Metallen, 
unter den Metallen aber in besonders hohem MaBe dem Quecksilber, 
ist es eigentiimlich, Komplexverbindungen und speziell negativ geladene 
Komplexionen zu bilden. Bereits in einer reinen Sublimatlésung sind 
wesentlich mehr Ionen HgCl, als Hg’-Ionen vorhanden, wenn auch 
das Molekiil HgCl, bei weitem alles tiberwiegt*). Sobald aber Sublimat 
mit anderen Substanzen in Berithrung kommt, die sich zur Komplex- 
bildung eignen, so macht sich die ,,Komplexaffinitét“ des Molekiils in 
energischer Weise geltend, d. h. das Molekiil HgCl, (ohne intermediare 
Bildung von Hg’-Ionen) lagert sich weitere Atome oder Atom- 
gruppen an. Dies kénnen Halogenatome sein, aber ebenso der Cyanid- 
oder Rhodanidrest und, soweit sich irgend urteilen la8t, auch Amino- 
siurenreste ; analog muB sich EiweiB verhalten. Sind mehrere Komplex- 
partner des Sublimats gleichzeitig mit diesem in Berihrung, so treten 
sie in Konkurrenz um die ,,Komplexaffinitét‘‘ des Sublimats, wie bei 
den Halogeniden und Cyanid leicht zu zeigen ist. Mir scheint die Vor- 
stellung nicht nur erlaubt, sondern geradezu geboten, daB auch EiweiB 
die ,, Komplexaffinitat“ des Sublimatmolekiils absittigen kann. Macht 
man sich dies zu eigen, so versteht man auch unter Ausschaltung von 
Ionen, warum die Gegenwart von Kochsalz oder gar von Jodid die 
Wirkung des Sublimats auf das Eiwei8 abschwachen muB: ein Teil 
der , Komplexaffinitat‘‘ ist bereits beschlagnahmt und kann sich nicht 
mehr gegen das Eiwei8 richten. 

Leider sind unsere Kenntnisse tiber die Gréfe der ,,Komplex- 
affinitat“ gegeniiber den verschiedenen Atomgruppen nur ganz ober- 
flachlich und liickenhaft; es liBt sich daher nicht in hinreichendem 
Umfange nachpriifen, bis zu welchen Grenzen diese Seite der chemischen 


1) Vgl. z. B. Sherill, Zeitschr. f. physik. Chem. 48, 735, 1903. 
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KraftéiuBerung des Sublimats die Erscheinungen beherrscht. DaB sie 
nicht die geringfiigigste ist, kann kaum bezweifelt werden, und deshalb 
sollte sie mehr in Rechnung gestellt werden als bisher iiblich ist. 

Mir scheint, da es eine Tatsache gibt, die nur von diesem Gesichts- 
punkte aus verstanden werden kann: es kann nach allen vorliegenden 
Beobachtungen kaum daran gezweifelt werden, daB Quecksilberjodid 
(bei fehlendem Uberschu8 von Alkalijodid) wesentlich starker atzend 
wirkt als die aquivalente Konzentration Sublimat; die Konzentration 
an Quecksilberionen ist aber beim Jodid sicher viel geringer als beim 
Chlorid!). Die Neigung zur Komplexbildung mit EiweiB kénnte jedoch 
beim Jodid erheblich gré®er sein. Unmittelbar schlieBen kann man 
das aus der gréBeren Komplexaffinitaét zwischen Quecksilber- und 
Alkalijodid im Vergleich zu der entsprechenden Kombination der 
Chloride nach meiner Ansicht nicht, denn wie bei jeder Art von Affinitat 
handelt es sich um Beziehungen zwischen zwei Partnern und Uber- 
tragung der Reaktionsneigung gegeniiber einer bestimmten Substanz 
auf jede beliebige andere ware verfehlt. Diese Uberlegung schiitzt 
auch davor, in der starken Neigung des Quecksilbercyanids zur Komplex- 
bildung mit Alkalicyaniden (und auch mit Halogeniden) ein Argument 
gegen die Bedeutung der Komplexbildung fiir die Quecksilberwirkung 
zu sehen: bekanntlich ist das Cyanid durchweg viel schwacher wirksam 
als das Chlorid, und man erblickt darin eine wichtige Stiitze des Ionen- 
axioms, weil das Cyanid in der Tat noch weniger Ionen bildet als das 
Chlorid (bis zu etwa 10—'! gegen 10-8 Mol). Ehe man aber weif, wie 
sich die GréBe der Komplexaffinitat gegeniiber Eiwei8 beim Cyanid 
im Vergleich zum Chlorid verhalt, mu8 man die Méglichkeit in Betracht 
ziehen, daB sie wesentlich geringer und da8 dieser Unterschied neben 
oder vor der Differenz der Dissoziation von Bedeutung ist. 


In erfreulicher Weise stimmen zu den geéuBerten Anschauungen Mit- 
teilungen von Rakusin und Nesmejanow*), die mir erst kurz vor Aus- 
fiihrung der Korrektur bekannt wurden: in seinem Verhalten gegeniiber 
Adsorbentien entspricht Sublimat nichtdissoziierten Verbindungen; Kaolin 
und Tonerde adsorbieren fast nichts, aktivierte Holzkohle fast alles, und 
unter 34 Metallchloriden weist gerade Sublimat das Maximum der Ad- 
sorbierbarkeit an Holzkohle auf. Aus einer Lésung von Kaliumquecksilber- 
jodid adsorbiert Tierkohle das gesamte Quecksilberjodid, dagegen kein 
Jodkalium; hier ist also offenbar eine staérkere Kraft als die ..Komplex- 
affinitaét‘‘ zwischen den beiden Jodiden imstande, das Quecksilberjodid- 
molekii] als Ganzes aus dem Komplex zu lésen und an sich zu ziehén. 


Gegenbauer*) hat in Sublimatlésungen Stiicke von koaguliertem Serum- 
eiweiB gebracht und die dabei eintretende Anderung des Quecksilber- und 


1) Sherill, a. a. O., und andere. 
2) Miinch. med. Wochenschr. 1923, S. 1409. 
3) Arch. f. Hyg. 90, 23, 1921. 
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des Chlorgehaltes der Lésung analytisch bestimmt. Er fand, daB im groBen 
ganzen dquivalente Mengen durch das EiweiB aufgenommen wurden, was 
mit der Annahme einer ,,Anlagerungsverbindung“, einer Komplexbildung 
iibereinstimmt. Durch kontinuierliches Waschen konnte er allerdings aus 
dem Koagulum mehr Chlor als Quecksilber entfernen, doch beweist dies 
nach meiner Ansicht nichts fiir das Wesen der primiaren Reaktion. 

Besonders nachdriicklich hat sich in den letzten Jahren J. Schumacher 
dafiir eingesetzt, daB die Metallwirkungen, darunter auch die Sublimat- 
wirkung den Jonen zuzuschreiben seien. Soweit ich sehe, stiitzt er sich im 
wesentlichen auf folgende tatsichlichen Befunde!): Lésungen von Leuco- 
methylenblau werden durch Luftsauerstoff bei Gegenwart von Quecksilber- 
chlorid, Silbernitrat und Goldchlorid viel rascher geblaut als ohne Metall- 
gegenwart; die Beschleunigung ist bei den beiden letztgenannten Metall- 
salzen allerdings wesentlich gréBer als bei Sublimat. Werden Ausstriche 
von Eiter mit Metallsalz (Silbernitrat) behandelt, ausgewaschen und danach 
in Leucomethylenblau getaucht, so blauen sich die Kerne der Leucocyten 
und die Bakterien sofort, ohne Metallvorbehandlung dagegen viel langsamer. 
Bei Verwendung komplexer Metallsalze in gleicher Weise ist der Effekt 
viel geringer oder gleich Null. Extraktionsmittel, die Nucleinsdure lésen, 
heben die Fixation von Metall im Zellkern und im Bakterienleib auf. 
Schumacher halt die Bildung echter (einfacher) Metallsalze der Nucleinsiure 
fiir den elementaren chemischen Vorgang bei der Metallwirkung. 

Seine Beweisfiihrung ist nicht absolut zwingend. Komplexbildung 
kann, aber muf nicht die katalytische Wirkung eines Metalls aufheben; 
so ist zwar Ferrocyankalium katalytisch unwirksam, Haimoglobin dagegen 
nicht, wenn es auch gegen anorganisches Eisen zuriicksteht. Aber selbst 
dann, wenn man die Reduktion des Leucomethylenblaus der Zahl der 
anwesenden Metallionen ‘quantitativ parallel setzen will, folgt aus Schu- 
machers Versuchen an toten, nach der Metallbehandlung ausgewaschenen 
Zellen noch nicht mit hinreichender Zuverlassigkeit, daB in der lebenden 
Zelle die Bildung von nucleinsaurem Metallsalz der einzige, der erste oder 
selbst nur der wichtigste chemische ProzeB ist. Auch sein Befund an 
silberbehandelten Hefezellen, die nachher durch Hitze fixiert und mit 
Wasser ausgewaschen waren und in deren Kernen er dann Silber nach- 
wies*), reicht fiir eine solche SchluBfolgerung nicht aus, ganz gewiB nicht 
fiir das Quecksilber. Denn recht bemerkenswert ist auch in seinen 
Reagenzglasversuchen der groBe Unterschied zwischen dem gut dissoziierten 
Silbernitrat und dem kaum Ionen bildenden Sublimat. 

Nicht unerwaéhnt méchte ich lassen, daB J. F.Clark*) bereits zu der 
Anschauung kam, die Hg”-Ionen kénnten nicht das wesentliche bei der 
Quecksilberwirkung sein, wenn er auch statt dessen dem komplexen Ion 
HgCl{ den Hauptanteil zuschrieb. 


Es liegt mir natirlick vollstindig fern, Wirkungen von Quecksilber- 
tonen bestreiten zu wollen. Zunachst sind ja Quecksilbernitrat, -sulfat 
und -acetat auch in chloridarmem Medium keineswegs ungiftig, und 
selbstverstindlich darf man die Analogie zu sicheren Wirkungen 


1) Vgl. diese Zeitschr. 188, 398, 1922. 
®) Med. Klinik 1922, 8. 159. 
8) Journ. of phys. Chem. 5, 113, 1901. 
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metallischer Ionen nicht aus den Augen lassen. Aber manche quanti- 
tativen Tatsachen im Bereiche der Quecksilberwirkungen und vielleicht 
auch die qualitativen Eigentiimlichkeiten in der Wirkung verschiedener 
Metalle scheinen mir leichter verstandlich, wenn man den Blick nicht 
nur starr auf die Ionen gerichtet halt, sondern auch die Méglichkeit 
der Komplexbildung zwischen Metallsalz und Polypeptid in Erwaigung 
zieht. Soviel ich zu erkennen vermag, ist in dieser Richtung eine viel 
groBere Variabilitat der Affinititsbeziehungen (im weitesten Sinne) 
und damit eine Aufklarung elektiver Metallwirkungen zu erwarten, 
wie sie gegeniiber Mikroorganismen und gegeniiber Organelementen 
bekannt sind. 











Versuche iiber den N-Stoffwechsel bei der Avitaminose. 


Von 
J. A. Collazo (Montevideo, S.-A.). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1924.) 


Im folgenden will ich kurz itiber Versuche berichten, auf die schon 
Alpern (1) und Adachi (2) in ihren Arbeiten Bezug genommen haben, 
und die sich auf den Harnsaure-, Allantoin-, Purinstickstoff-, Ammo- 
niak-, Aminosiure-, Harnstoff- und Phosphorsiuregehalt des Urins, 
wie auf den Reststickstoff-, Harnstoff- und Aminosaiuregehalt des 
Blutes bei vitaminfrei!) ernihrten Hunden beziehen. 

Im Urin (3) wurge die Harnsiure nach Folin, das Allantoin nach 
Wiechowski, der Purinstickstoff nach Kriiger, der Harnstoff nach 
Folin, die Phosphorsiure nach Neubauer bestimmt. Die Blutanalysen 
wurden nach Bang (4) gemacht. 

Als Versuchstiere dienten drei Hunde. Der erste wurde 5 Wochen 
beobachtet und starb dann infolge skorbutischer Darmblutungen. Der 
zweite Hund war 12 Wochen im Versuch und starb an seiner Avita- 
minose. Der dritte Hund wurde 16 Wochen beobachtet und starb 
dann ebenfalls an seiner Avitaminose. Die ersten beiden waren junge 
Hunde, der letzte war 2 bis 3 Jahre alt. Das Kérpergewicht betrug 
8, 10 und 13kg. Ich habe wéchentlich einmal jedes Tier 24 Stunden 
in den Stoffwechselkafig gesetzt, die 24stiindige Harnmenge, soweit 
sie von den Tieren spontan entleert wurde, gesammelt und analysiert. 
An diesem Tage und aufBerdem ein- oder zweimal an anderen Tagen 


1) Die Nahrung bestand aus 50g Pferdefleisch = 7,02g N, 50g 
poliertem Reis = 0,262 g N, 30g Schweineschmalz (vitaminfrei gemacht 
nach dem iiblichen Verfahren des Laboratoriums), 3g Salzgemisch. 
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der Woche wurden die Blutanalysen gemacht. Die tagliche Nahrungs- 
ration fraBen die Tiere unter meiner Leitung restlos auf. 

Das Ergebnis meiner Versuche war folgendes: 

1. Der Purinstickstoff des Urins steigt mit der fortschreitenden 
Avitaminose leicht an; kurz vor dem Tode kann er wieder auf den Aus- 
gangspunkt absinken. 

2. Der Harnsturegehalt des Urins zeigt uns bei ldnger dauernder 
Krankheit eine gewisse Vermehrung; kurz vor dem Tode kann er wieder 
sinken. 

3. Der Allantoingehalt weist Schwankungen sowohl bei kiirzerer, als 
ganz besonders bei linger dauernder Krankheit auf, und zwar deutliche 
Neigung zur Vermehrung; kurz vor dem Tode kann er wieder abfallen. 

4. Die Werte fiir die Harnsdéure und Allantoin gehen teils parallel, 
teils divergieren sie. 

5. Der Ammoniak- und Aminosduregehalt des Harns steigt mit der 
fortschreitenden Avitaminose allmdahlich an; kurz vor dem Tode stellt 
sich eine Senkung ein. 

6. Der Harnstoff des Harns vermindert sich kontinuierlich. 

7. Der Phosphorsduregehalt des Urins halt sich in der ersten Zeit 
in ungefahr normalen Grenzen; in der spiiteren Zeit bei stark sinkendem 
Korpergewicht zeigt er eine deutliche Neigung zur Vermehrung. 

8. Der Reststickstoff des Blutes zeigt bei fortschreitender Avitaminose 
eine leichie Steigerung, es ist aber auffallend, wie lange Zeit er normal 
bleiben kann. 

9. Der Harnstoffgehalt des Blutes ist bei kurzdauernder Krankheit 
unverdndert, bei lingerer Krankheit scheint er sich etwas zu vermehren. 

10. Der Aminosduregehalt des Blutes steigt im allgemeinen bei der 
Avitaminose langsam an, besonders in den spdteren Stadien der Krankheit. 

1l. Die Vermehrung des Rest-N im Blute scheint nach alledem 
nicht so sehr durch den Harnstoff als durch Aminosduren bedingt zu sein. 

Wenn auch meinen Beobachtungen deshalb nur bedingter Wert 
zukommt, weil es sich nicht um vollstandig genau durchgefihrte 
Bilanzversuche handelt, so geben sie doch einen allgemeinen Uber- 
blick tiber die Verinderungen im Harn und Blute. Meine Beobachtungen 
tiber den Harnsiure- und Allantoingehalt des Harns stimmen mit den 
Ergebnissen von Adachi iiberein und gehen hinsichtlich des Rest-N- 
und Aminosiuregehaltes des Blutes mit den Befunden von Alpern 
bei Tauben konform. Die Veréffentlichung meiner vorliegenden orien- 
tierenden Arbeit, die schon vor Jahresfrist fertig war, ist zuriickgestellt 
worden, bis der genave Bilanzversuch von Adachi fertig vorlag, damit 
die eine Arbeit durch die andere kontrolliert werden konnte. 
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Ohne ausfihrlich auf die theoretische Bedeutung meiner Befunde 
hier einzugehen, will ich nur folgendes hervorheben, was mir von be- 
sonderer Wichtigkeit fiir die Kenntnis des N-Stoffwechsels bei der 
Avitaminose zu sein scheint. 

Der Purinstoffwechsel, der nach Magnus-Lewy (5) unabhdngig vom 
tibrigen N-Stoffwechsel verlduft und seinen eigenen Gesetzen folgt, 
zeigt vor allem die Storung im Kernstoffwechsel an. Eine solche Stérung 
tritt nach meinen Versuchen erst im spdteren Stadium einer linger 
dauernden Avitaminose auf. Die Vermehrung der Harnsdureaus- 
scheidung kann bei gleicher Ernahrung wohl nur auf einer Neigung 
der Dissimilation beruhen. 

Das avuffallendste Symptom im iibrigen N-Stoffwechsel ist die 
Herabsetzung des Harnstoffs des Harns, wihrend der Aminosdure- und 
Ammoniakgehalt steigt. Ob das darauf beruht, dag die Desaminierung 
und die Decarboxylierung gestért ist, dap also eine Stérung in der harnstoff- 
bildenden Leberfunktion vorliegt, wie ich ja auch Stérungen der Leber- 
funktion am intermedidren Kohlehydratstoffwechsel nachweisen konnte, 
kann aus meinen Versuchen noch nicht geschlossen werden. 


Diese hier kurz skizzierten Stérungen des intermediiren N-Stoff- 
wechsels kommen auch bei der Bluturtersuchung zum Ausdruck, wie 
ich nachweisen konnte. 

Da alle diese Anderungen im N-Stoffwechsel erst in den Spiit- 
stadien namhaft werden, so geht daraus hervor, daB der N-Stoffwechsel 
in der Avitaminose jedenfalls viel spdter gestért ist als der Kohlehydrat- 
und der Fettstoffwechsel. 

Um jedoch alle hier aufgeworfenen Fragen in einer definitiven 
Weise beantworten zu kénnen und insbesondere, um entscheiden zu 
kénnen, ob die beobachtete Stérung der Harnstoffbildung auf einer 
priméren avitaminotischen Stérung der harnstoffbildenden Leber- 
funktion beruht, oder ob hier andere Ursachen eine Rolle spielen — 
das kann nur durch vollstindig durchgefihrte Bilanzversuche unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen entschieden werden, womit zurzeit 
Herr Dr. Yosihue in unserem Laboratorium beschaftigt ist. 


Literatur. 


1) D. Alpern, Untersuchungen iiber den Reststickstoffgehalt des Blutes 
bei avitaminésen und hungernden Tauben, diese Zeitschr. 188, 1923. — 
2) A. Adachi, Uber den Harnsiure- und Allantoinstoffwechsel bei Avita- 
minose, diese Zeitschr. 148, 1923. — 3) Neubauer-Huppert, Analyse des 
Harns, 11. Aufl., 1913. — 4) J. Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung, 
1922; diese Zeitschr. 72. — 5) Magnus Lewy, v. Noordens Lehrb. d. Pathol. 
d. Stoffwechsels 1, 2. Aufl., 1907. 
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Versuchsprotokolle. 
1 2 3 + 5 6 7 8 9 10 11 
Harnversuch Blutversuch nach Bang 
pa Purine Stickstoff N-Intermediarstoffwechsel 
of e ————————— 
£2 “ 4 as ft ce «a 
sei 9914.19, | 22) e3| 3 
se S | a? | 2 § et egi< yet | tt & Aminos | Korpers 
3 § | 3 3 | ss Z > 2 % || + 5 2) £m RestsN vee: siuren, | sewicht 
3:0 & | gs | g gk 2 mgs 3 stoff-N | N 
“Eis |f | & | ea]2 @) sz 
| in 24St. | in 24St. | in 24St. | in24St.) in 24St.| in 24St. kg 
Avitaminose-Hund Nr. 1. 
|| 0,307 | 0,012 | 0,129 | 0,900 0,93 | 10,2 
Vorher |! 9/350 0,009 0,113 | 0.940 1,02 10.0 %020 | 0,016 0,009 8,0 
| | 
0,021 0,013 0,011 
1 | 0,307 | 0012; — /| 0641 0,62 93 0,018 0,019 0,009 8,0 
| 0,017 0,011 —_ 
0,030 | 0,018) — 
2 — 0,009 | 0,130 | 0841 0,71 96 | 0,026 | 0019; — 7,8 
0,022 0,021 0,019 
0,027 0,017) 0,029 
3 — (0,011 0,106 | 0,969 0,93 8,9 | 0,019 | 0,016) 0,031 7,0 
' 0,021 0,011, 0,019 
0,029 0,011; 0,025 
4 0,551 — 0,161 1,21 131 9,2 | 0,027 — | 0,021 6.5 
0,031 — | 0,030 
I 0,041 0,031) 0,011 
57+ | 0,607 0,015 0,211 1,30 | 2,02 6,1 | 0,036 0,022); 0,016 6,1 
0,021 0,013) 0,009 
Avitaminose-Hund Nr. 2. 
0,030 0,016 0,020 
Vorher | 0,311 | 0,019 0,160 0,893 0,631 9,01 0036 0.015 0.015 10,0 
| 0,036 | 0,019 0,018 
1 | 0,309 ' 0,021; — § 0,939 0,891, 9,33) 0,037 — — 10,5 
0,030 0,016 0,019 
‘ 0,029 0,016 0,019 
2 0,506 0,019 0,181 0,996 1,16 9,21 0041 0.019 0.029 10,0 
3 0,391 0,031 0,131 1460 — 9,31 0,022 | 0,019 0,019 9,8 
0,038 0,016 0,026 
4 (0461 0025 — (0,939, 1,39 84 0,036 0,019 0,021 9,6 
0,039 0,021 0,020 
0,047 0,026 0,023 
5 | 0,361 0026 — | 1,26 _ 63 0,059 0,034 0,030 9,0 
0,055¢ 0,030 0,028 
0,045 0,024 0,021 
6 | 0,760 0029 — 239 0,91 5,21 0,063 0,034 0,019 8,7 
, 0,051 | 0,029 0,024 
| 0,039 | 0,020) 0,024 
7 0,863 0,039 — —§ 1,96 — 4,36) 0,046 | 0.026 — 8,2 
0,051 0,031 — 
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1 2 3 4 5 6 x 8 9 10 11 
Hamversuch F Blutversuch nach Bang 
a ae ‘Purine pei? si Stickstoff N:Intermediarstoffwechsel || 
a6 2 72 ct aye 
Eg 4 “ 5 § 
seii dz i 2 [4 | 83) a2! 2 | es 
Prades 3 e| 43/3 $a| fs Srper- 
ves || £ 3 4 = | “ & 3 3 pee | Ss Harne Aminos  gewicht 
soo £3 sm | 22) 2%) +88) 2% | Resten ff-N | Saurens 
3:6.8 Es a & hg 2 Sia 5 | stols 
se) sk) & é sg) =ee! § N 
Og | 3 oe a £32 8/2 
in 24St. in 24St. | in 24St. in 24St. | in 24St. | in 24St. kg 
Avitaminose-Hund Nr 2. (Fortsetzung.) 
| | 0,061 | 0,020; 0,040 
8 0,472 0,041 0,143 2,31 | 2,88 | 7,91 0,039 | 0,014 0,023 8,00 
| 0,053 | 0,021 0,039 
= ‘ | rq || 0,100 | 0,041) 0,067 | . 
9 1,072 | 0,036 0,361 | 2,76 | 3,16 6,63 0.103 | 0,029) 0.079 7,40 
0,142 0,039 0101 
10 | 0,760 0,041 0,261; 3,16 | 2,96 5,41 0,140 0,040 0,103 7.00 
| 0,150 | 0,029, 0,121 
| 0,098 | 0.0386, — 
11 | 0,930; 0,039) 0,283/ 2,99 | 2,98 7,11 0,130 | 0.059 0,076 | 6,70 
0,120 | 0,041 0,078 
| 0,147 0,040 0,103 
12+ 0,801 0,051) 0,210! 1,68 | 1,26 | 6,64) 0,113 | 0,029) — 6,30 
0,120 | 0,031 0,090 
Avitaminose-Hund Nr. 3. 
Vorher || 0,301 | 0,013 | 0,140} 1,03 || 0,491) 13,3 | 0,029 | 0,012; 0,017. 13,00 
| | 0,031 0,016 0,019 
1 | 0339 0,016) — | 100 1,16 11,3 | 0,038 0,019 0,018 12,95 
| 0,041 0,015 0,026 
— 0,016 0,030 
2 _ — — | 0,903) 0,63 | 10,1 — 0,019 0,026 12,90 
| 0,051 0,016 0,025 
3 | 0,316) 0,021 0,110) 0,936 1,00 | 11,2 a —_ — 13,00 
4 0,490 0,020 0,150) 0,860) 0,92 7,2 — - ~ 12,70 
0,039 — —_ 
5 — — 0,160; 0,941 0,86 TAN ie 0,018; — 12,50 
oes | | 
0049 06019 0,031 
6 _ — 0,109; 0,987) 0,71 93 0,049 | 0,031 06,020 12,40 
0,049 0,021 0,026 
—- 0,030 0,039 
7 | 0,763; 0,031 0,241, 1,09 | 0,70 6,4 — -- — 12,20 
| 0,063 | 0,021 0,039 
8 0,836) 0,039 0,273) 1,40 | 0,93 7,2 0,056 | 0,019 0,036 12,00 
0.107 0,031 0,079 
9 | 0607) 0,037 0,211) 0,941 1,91 8,2 | 0,103 | 0,027 0,069 11,90 
0,097 | 0,030 0,061 
10 | 0,906; — | 0,303; 2,02 || 1,12 6,4 | 0,091 | 0.030 0,051 | 11,00 
0,047 | 0.020 0,031 | ’ 
ll | 0,993 0,041 0,360) 3,03 | 2,08 4,9 0.039 0.618 0.021 | 11,10 
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a 3 4 5 6 7 8 9 10 FT 
Harnversuch Blutversuch nach Bang 
“i Purine Stickstoff N.intermediarstoffwechsel 
as | _ ps eae re 
ehgi@,\2 |5 | ggigea! 2 
see) 24) cel de) dalede| isl | wo. Kore 
Vex || € 2 | § 3 | 72 S 3 ws 2F 33 | Harns eee gewicht 
Sei] 8 | @s | Sb £5 ane 3% | Rest«N toff.n | *Aurens 
aa ie" |5 | 5 | gailzal 2 reared 
“a i< | a £2)/4 8/2 
|| in 24St. | in 24St. | in 24St.| in 24St.|| in 24St. | in 24St, kg 
Avitaminose-Hund Nr. 3. (Fortsetzung.) 
N T 0,062 | 0,021! 0,040 
12 0,920 | 0,031 0,301 2,09 | 3,1 | 7,6 0,060 | 0,020 0,039 10,70 
| | | 0,050 | 0,020 0,033 
13 || 0,720 0,036 | 0,240 3,02 0,93 | 6,3 | 0,073 | 0,029 0,047 10,10 
! | | 0,091 0,026 0,060 
14 || 0,610) 0,040) 0,201 4,16 221 | 50 | 0,120 0,036 0,090 9,50 
| GU set 1. aw 
| 0,106 | 0,029 0,093 
15 || 0,621) 0,051) 0,191 2,01 | 2,18 4.0 | 0,094 0,031) 0,061 9,00 
| 0,104 | 0,050) 0,060 
| 0,121 0,069 0,040 
167 | 0,428 | 0,051 0,280, 189 1,2 | 63 | 0,116 | 0,071 0,039 8,20 
| | 0,120 0,066 0,060 
Hunger-Hund Nr. 4. 
Vorher || 0,291 | 0,016 | 0,096 | 0,961 0,499 | 9,3 | 0,029 | 0,012; 0,017 | 9,00 
| 0,028 | 0,011 0,021 
1 || 0,180 0,019) 0,063) 0,899) 3,16 | 6,1 | 0,039 | 0,016 0,018 9,15 
| | | | | 0,063 0,029 0,035 
2 | 0,810 0,010 0,281, 1,649 2,16 | 5,6 | 0,059 0,019) 0,036 | 7,90 
| | 0,030 0,009 0,020 
3 | 0,611 0,009 0,199 1,361 0,96 | 5,6 | 0,032 | 0,019 0,021 | 7,60 
I | 0,041 | 0,016) 0,030 
| 0,049 | 0,028 0,020 
4 | 0396; 0,016) 0,112) 1,210, — 49 | 0,087 0,021) 0,069 6,50 
0,073 0,035 0,040 
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Uber die Umwandlung der Chinasiiure durch die Pilze. 


Von 
WI. Butkewitseh. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium des staatlichen biologischen 
Timirjazeff{-Instituts und aus der landwirtschaftlichen Akademie Petrowsko- 
Rasumowskoje, Moskau. ) 


(Eingegangen am 8. Januar 1924.) 


In den Kulturen von Citromyces- und Penicilliwmarten auf dem 
Nattiumsalz der Chinasaiure laBt sich — wie von mir schon mitgeteilt 
wurde!) — das Auftreten einer schénen violett- oder kirschroten 
Farbung beobachten, die sich allmahlich verstarkt und manchmal 
eine sehr bedeutende Intensitaét erreicht; meist wird die Farbung 
darauf schwiicher und schwacher und verschwindet schlieBlich voll- 
standig. Die rote Farbung kam nur bei alkalischer oder neutrale1 
Reaktion der Kulturfliissigkeit zum Vorschein und verschwand bei 
der Ansiuerung. Von diesen Verhaltnissen ausgehend, sprach ich die 
Vermutung aus, daB auch die Entfarbung der Nahrlésung in den Pilz- 
kulturen durch die Reaktionsinderung in der Lésung bedingt wird. 
Diese Annahme hat sich aber nicht als richtig erwiesen. In den 4lteren 
Kulturen gelang es nimlich nicht, die verschwundene Farbung durch 
Laugezusatz wieder hervorzurufen. Das Auftreten und Verschwinden 
der Farbung in der Kulturfliissigkeit stand also offenbar damit im 
Zusammenhang, daB die farbenden Stoffe sich darin intermediar 
bildeten und spater wieder verzehrt wurden. 

Durch nahere Untersuchung der betreffenden Erscheinungen 
wurde festgestellt, daB sie sich an die Bildung von Phenolderivaten 
kniipfen, die als Umsatzprodukte der Chinasiure in den Pilzkulturen 
entstehen und die Farbreaktion mit dem in der Kulturfliissigkeit 
befindlichen Eisen geben. Das haufigste Produkt scheint dabei die 
Protocatechusdure zu sein. 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922; Versuch 6. 











oe ee ee 


ii Be aie ee i i i le ee ee 














WI. Butkewitsch: Umwandlung der Chinasiure durch Pilze. 443 


Bisher wurde die biochemische Bildung der Protocatechusiure 
nur unter Einwirkung gewisser Bakterien auf Chinasiure beobachtet?). 
Wie aber aus den weiter unten mitgeteilten Ergebnissen ersichtlich ist, 
stellt eine solche Umwandlung der Chinasiure eine weit verbreitete 
Erscheinung bei den Pilzen dar, und sie scheint die Entwicklung der- 
selben auf dieser Saure stets zu begleiten. Die Bildung der die Farb- 
reaktion mit Eisenchlorid gebenden Phenolderivate lieB sich jedenfalls 
in den Kulturen auf Chinasiure bei allen Vertretern von Aspergillaceae 
nachweisen, die in unseren Versuchen gepriift wurden. 


Die in den Pilzkulturen auf Chinasiure entstehenden Produkte. 
Versucherethe 1. 


Kultur von Aspergillus niger auf Chinasaiure bei relativem 
Stickstoffmangel mit Calciumcarbonat?). 


Bei diesem Versuch kam eine Nahrlésung von folgender Zusammen- 
setzung zur Anwendung: 


GE ey See. Proz. 
RNR ela otk Sek eee oe ne 
EN. ee SES Re a 


Salze (mit Zn). . ... 0,1 x 

Die Kultur enthielt 50 cem Nahrlésung. Nach Entwicklung der Pilz- 
decken wurden noch 6 g durch Erhitzen sterilisierter Kreide zugesetzt. Die 
Kultur dauerte fast 10 Wochen bei einer Temperatur von etwa 20°. 

Aus der vom Niederschlag und Mycel®) abfiltrierten Kultur- 
fliissigkeit wurde das in ihr geléste Calcium durch Oxalsiure entfernt, 
das Filtrat vom Calciumoxalat auf dem Wasserbade bis zur Trockne 
abgedampft und der Riickstand, der hauptsachlich die unverbraucht 
gebliebene Chinasaure enthielt, der Extraktion mit Ather unterzogen. 
Nach dem Verdunsten des Atherextraktes blieb ein kristallinischer 
Riickstand, der sich leicht in Wasser léste. Die wasserige Lésung 
reagierte stark sauer und gab mit Eisenchlorid eine intensive blaugriine 
Farburz, die auf Zusatz von Natriamcarbonat nach Dunkelkirschrot 
umschlug. Fehlingsche Lésung farbte sich beim Hinzufiigen dieser 
Lésung smaragdgriin; nach dem Kochen lieB sich eine schwache Re- 
duktion durch Bildung eines geringen roten Niederschlages beim 
Stehenlassen nachweisen. Aus der durch Abdampfen eingeengten und 


1) 0. Loew, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 14, 450, 1881; O. Emmerling 
und E. Abderhalden (Micrococcus chinicus), Centralbl. f. Bakt. (2) 10, 337, 
1903; M. W Betierinck, Folia microbiol. 1, 1912, zitiert nach H. J. Water- 
man, Centralbl. f. Bakt. (2) 42, 639 (647), 1915. 

2) Diese Kultur diente auch zur Priifung der Fahigkeit von Aspergillus 
niger, die Citronensaiure auf Chinaséure zu bilden. Vgl. WI. Butkewitsch, 
diese Zeitschr. 142, 195, 1923; Versuchsreihe 1. 

3) Im Niederschlag und Mycel dieser Kultur wurde Oxalsiure nach- 
gewiesen. Vgl. die soeben zitierte Mitteilung. 
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im Exsikkator stehengelassenen wasserigen Lésung schieden sich nadel- 
férmige Kristalle aus, die unter dem Mikroskop als an den Enden 
zugespitzte Prismen ganz ahnlich wie die Kristalle der Protocatechu- 
siure aussahen. Diese Kristalle wurden nach dem Trocknen bei etwa 
110° gewogen, wieder in Wasser gelést und mit n/10 Ba(OH),-Lésung 
(FeCl, als Indikator) bis zum Umschlage von griiner Farbe nach Rot 
titriert. Auf 0,0585 g Substanz wurden 3,6 ccm n/10 Ba(OH), ver- 
braucht. Die Titration derselben Menge Protocatechusiure unter 
denselben Bedingungen erforderte 3,8 ccm n/10 Ba(OH),. 

Alle oben angegebenen Eigenschaften der gepriiften Substanz 
wiirden also der Protocatechusdure entsprechen. 

Neben den Kristallen der Protocatechuséiure waren auch andere 
prismatische Kristalle in dem aus dem Atherextrakt ausgeschiedenen 
Praparat vorhanden, die sich von jenen dem Aussehen nach unter- 
schieden und einen verhaltnismaBig niedrigen Schmelzpunkt von 100 
bis 110° hatten. Wahrscheinlich war dies Brenzcatechin, dessen Schmelz- 
punkt bei einer Temperatur von 105° liegt. 

Der im Ather unlésliche Riickstand stellte die in der Kultur unver- 
braucht gebliebene Chinasiure dar und machte beinahe die Halfte der der 
Nahrlésung zugesetzten Saure aus (5,37 g). Nach Umkristallisieren dieses 
Riickstandes aus Wasser ergab die Titration der abgewogenen Menge 
desselben mit n/10 Ba(OH), (Phenolphthalein als Indikator) folgendes 
Resultat: Auf 0,272 g Substanz wurden 14,3 cem n/10 Ba(OH), verbraucht. 
Auf dieselbe Menge der Chinasiéure berechnet, miissen 14,5 cem verbraucht 
werden. 

Versuchsrethe 2. 
Kulturen von Citromyces glaber auf Chinasiure und ihrem 
Natriumsalz bei relativem Stickstoffmangel. 


Es wurden zwei Kulturen auf Nahrlésungen von folgender Zusammen- 
setzung aufgestellt: 


op Ohman is den S mes secu dO. Brom 
sh eda oot se GE op ch oe ows REO oy 
SU AME RD a a A ge ek oe 
b) dasselbe wie in a) und auBerdem 
Oa ge ee ae eB ie, 
(feaio Baure beiriahe 6s: . 2. 2 2 gy.) 


Jede Kultur enthielt 50ccm Nahrlésung. Die Kulturen wurden 
im Thermostaten bei einer Temperatur von 23 bis 25° stehengelassen. 

Nach 2 Tagen bildeten sich gute Pilzdecken in beiden Kulturen, und 
die Kulturfliissigkeiten farbten sich gelblichgriin. Am siebenten Tage zeigte 
sich eine kirschrote Farbe in der Kultur mit Na,CO,. Anfangs trat die 
Farbung in der Nahe vom Mycel auf; danach verteilte sie sich auf die ganze 
Fliissigkeit. In der Kultur ohne Na,CO, erhielt sich die gelblichgriine 
Farbe bis zum SchluB des Versuchs. Nach etwa 2 Wochen wurden die beiden 
Kulturen der Analyse unterzogen, nachdem sie durch Erhitzen im Koch- 
schen Sterilisator abgetétet worden waren. 

Pilzdeckengewicht: a) 0,5575 g, b) 0,6600 g. 
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Die Fliissigkeit aus der Kultur a) reagierte stark sauer, gab eine 
starke blaugriine Farbung mit FeCl;, die beim Zusatz von Na,CO, 
nach Kirschrot umschlug, und reduzierte stark ammoniakalische Silber- 
nitratlésung in der Kalte. Die Fehlingsche Lésung bekam nach Zusatz 
der Kulturfliissigkeit eine smaragdgriine Farbe; nach dem Kochen 
und Stehenlassen schied sich ein geringer roter Niederschlag aus. — 
Oxalsiure enthielt diese Kultur nicht. 

Man lieB die Kulturfliissigkeit auf dem Wasserbade bis zur Trockne 
eindampfen, zerrieb den trockenen Riickstand im Mérser und unterzog 
ihn der Extraktion mit Ather. Der beim Abdampfen des Atherextraktes 
erhaltene Riickstand machte beinahe 0,15 g aus und léste sich in kaltem 
Wasser nur teilweise auf. 

Die wasserige Liésung der aus dem Atherextrakt ausgeschiedenen 
Substanzen reagierte sauer und gab alle oben genannten, fiir Proto- 
catechusdéure und Brenzcatechin charakteristischen Reaktionen’). Das 
Aussehen der Kristalle unter dem Mikroskop sowie auch die bei der 
Titration mit Ba(OH), erhaltenen Ergebnisse wiesen darauf hin, daB 
ein Gemenge dieser Verbindungen vorzuliegen schien. 

Die nach Einengen der wiasserigen Lésung durch Abdampfen erhaltene 
kristallinische Substanz, die 0,074 g wog, wurde in Wasser gelést und durch 
n/10 Ba(OH), mit FeCl, als Indikator titriert. Dabei wurden 2,9 cem 
Ba(OH),-Lésung verbraucht. Auf dieselbe Menge Protocatechuséure 
berechnet, miiBten 4,8 cem verbraucht werden. 

Der in kaltem Wasser unldsliche Teil des aus dem Atherextrakt 
stammenden Riickstandes léste sich in heiBem Wasser auf und schied 
sich als ein gelblich gefarbter Niederschlag aus der Lésung beim Ab- 
kiihlen wieder aus. Dieser Niederschlag erwies sich unter dem Mikroskop 
als aus prismatischen Kristallen bestehend, die teilweise in Kreuzen 
und Drusen kombiniert waren und sich auch bei mikroskopischer 
Beobachtung gelb gefarbt zeigten?). In heiBem Wasser gelést, gaben 
diese Kristalle keine Farbreaktionen mit FeCl, und Na,CO, und redu- 
zierten stark Fehlingsche Lésung. Bei Zusatz von Na,CO, gingen sie 
ohne Erhitzen leicht in Lésung, die briunlich gefairbt wurde. 

Der in Ather unlésliche Riickstand bestand nur teilweise aus un- 
verbraucht gebliebener Chinasiure; ein Teil desselben léste sich in 
Wasser auch unter Erwairmen schwer auf. Die Lésung farbte sich mit 
FeCl, griinlich und nach Zusatz von Na,CO, braun. 

Die Fliissigkeit aus der Kultur b) (Chinasiure + Na,CO,) reagierte 
neutral und enthielt Oxalsdure. Durch Abdampfen eingeengt, wurde 


1) Mit Eisenchlorid, ammoniakalischer Silbernitratlésung und Fehling- 
scher Lésung verhalt sich Brenzcatechin ahnlich der Protocatechusaure. 

2) Dem Aussehen nach ahnelte diese Substanz dem Chinon, aber sie 
hatte keinen diesem eigentiimlichen Geruch. 


29 * 
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sie mit Schwefelsiure angesiuert und mit Ather extrahiert. Beim 
Ansauern der Fliissigkeit fiel ein flockiger Niederschlag aus; er ging 
beim Ausschiitteln mit Ather in die Atherschicht tiber, léste sich aber 
nicht darin auf. 

Beim Abdampfen des abfiltrierten Atherextraktes schieden sich 
nadelférmige Kristalle aus, die denen der Protocatechusdure ahnlich 
sahen. Ihre wasserige Lésung reagierte sauer und gab alle fir diese 
Saure charakteristischen Reaktionen. 

Der beim Zusatz der Schwefelsiure sich bildende Niederschlag 
wurde nicht naher untersucht. Vielleicht bestand er aus denselben, 
in Wasser schwer léslichen Substanzen, die auch bei der Untersuchung 
der Fliissigkeit von der Kultur a nachgewiesen worden waren. 


Versuchsrethe 3. 
Einwirkung der Pilzdecken von Aspergillus niger und 
Citromyces glaber auf Chinaséurelésung. 

Es wurden mehrere Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber 
aufgestellt. Fiir jede Kultur wurden je 25 cem Nahrlésung gebraucht, die 
8 Proz. Rohrzucker, 0,3 Proz. NH,NO, und 0,2 Proz. Salze (mit Zn) enthielt. 

Nachdem die Pilzdecken eine geniigend starke Entwicklung erreicht 
hatten, wurden die Kulturfliissigkeiten abgegossen, die Pilzdecken wiederholt 
mit sterilisiertem Wasser abgespiilt und je 25 ccm sterilisierter 5proz. 
Chinasaurelésung, die ein wenig Eisenchlorid enthielt, jeder Decke zugesetzt. 
Die Lésungen mit Pilzdecken wurden bei Zimmertemperatur von etwa 
17 bis 20° stehengelassen. 

Nach einigen Tagen trat eine griine Farbe in den Lésungen mit 
Citromyces glaber auf, die bei Zusatz von Na,CO, nach Rot umschlug, 
und die Flissigkeit bewirkte eine starke Reduktion in ammoniakalischer 
Silbernitratlésung ohne Erwairmen. Da die Lésung mit Aspergillus- 
decke fast gar keine Reaktion mit Eisenchlorid aufwies, wurde hier 
das Natriumcarbonat bis zu schwach alkalischer Reaktion steril zu- 
gesetzt. Den Tag darauf fairbte sich auch diese Lésung intensiv violett. 

Im angegebenen Falle beschleunigte also die alkalische Reaktion die 
Anhaufung von Phenolderivaten in Chinaséurelésung. Wie aber die weiter 
unten angefiihrten Ergebnisse zeigen, findet die Anhiufung dieser Derivate 
in den Kulturen von Aspergillus niger auch auf freier Chinasdure statt. 

Die Chinasaurelésung, die fast 4 Wochen der Einwirkung der 
Pilzdecke von Citromyces. glaber unter den oben angegebenen Bedin- 
gungen ausgesetzt wurde, reagierte schwach sauer. Eisenchlorid farbte 
die Lésung dunkelgriin und bei Zusatz von Natriumcarbonat schlug 
die Farbe nicht nach Violettrot, was fiir Protocatechusaure und Brenz- 
catechin charakteristisch ist, sondern nach Braun um. Die Fliissigkeit 
reduzierte stark ammoniakalische Silbernitratlésung in der Kalte und 
brachte in Fehlingscher Lésung eine smaragdgriine Farbung, nach dem 
Kochen eine schwache Reduktion hervor. 
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Die von der Pilzdecke abgegossene Fliissigkeit wurde im Wasser- 
bade bis zur Trockne abgedampft. Dabei bildete sich am Boden der 
Schale eine kristallinische Kruste mit dunkelgriinem, metallenem 
Schillern, das dem Chinhydron eigentiimlich ist. 

Wenn hier wirklich Chinhydron vorkam, das eine Verbindung 
von Hydrochinon mit Chinon darstellt'), so ist anzunehmen, daB bei 
der Umwandlung der Chinasiure durch die Pilze auch diese Benzol- 
derivate sich bilden kénnen. 

Mit Ather behandelt, liste sich der beim Abdampfen der Flissigkeit 
erhaltene Riickstand nur sehr wenig auf, wobei die Lésung opaleszent 
war und etwas fluoreszierte. Der ungelést bleibende Riickstand quoll 
auf, wurde weich und bildete eine zihe, schmierige Masse. Nach Ab- 
dampfen des Athers wurde sie wieder hart. Abhnlich verhielt sie sich 
auch mit Wasser. Bei Zusatz von Na,CO, léste sie sich leicht mit 
brauner Farbe auf. Mit Essigsiure angesiiuert, wurde diese Lésung 
olivgriin und schied einen flockigen Niederschlag aus. 

Was die in Wasser unléslichen gefairbten Substanzen anbetrifft, 
die bei den oben angegebenen Analysen in den Flissigkeiten von den 
Pilzkulturen auf Chinasaéure, sowie auch in der durch die Pilzdecke 
angegriffenen Chinasiurelésung nachgewiesen wurden, so liegt tiber- 
haupt die Moglichkeit nahe, daB diese Substanzen als Produkte der 
Kondensationen entstehen, die sich gleichzeitig mit den Oxydationen 
und Dehydrationen geltend machen?). In dieser Hinsicht ist die von 
Bertrand gemachte Beobachtung von Interesse, daB die Oxydation 
des Guajakols (Brenzcatechinmonomethylather) mit Phenolasen durch 
eine gleichzeitige Kondensation begleitet werden kann, wobei Tetra- 
guajakolchinon entsteht). 


1) Bekanntlich entsteht Chinhydron meist als ein intermediares Produkt 
bei Uberfiihnung von Hydrochinon in Chinon. Nach Marchandier bildet 
sich Chinhydron auch bei der fermentativen Oxydation von Hydrochinon. 
L. Marchandier, Journ. Pharm. et Chim. (6) 21, 299, 1905. — Beijerinck fand 
Benzochinon als Stoffwechselprodukt des Fadenbakteriums Actinomyces 
chromogenes auf und sieht das Pepton im Substrat als die Quelle der Chinon- 
bildung an; M. W. Betjerinck, Centralbl. f. Bakt. (2) 6, 2, 1900. — Vel. 
auch Eller und Koch, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 1469, 1920. 

2) Vel. H. Hahn, diese Zeitschr. 100, 114, 1919 und Fermentforsch. 4, 
301, 1921. 

3) @. Bertrand, C. r. de l’acad. des se. 187, 1269, 1903 und Ann. de |’ Inst. 
Pasteur 17, 116, 1914; vgl. auch H. Cousin et H. Hérissey, C. r. de la soc. 
de biol. 68, 471, 1907; C. r. de Pacad. des sc. 146, 1413, 1908. Auch bei 
Blauung der Schnittflichen des Gewebes vieler Hutpilze, wobei sich nach 
Bertrand (C. r. 188, 1233, 1901) ein Stoff phenolartiger Natur — Boletol — 
bildet, handelt es sich ebenso wie bei vielen anderen Verfarbungen von 
Pflanzengewebeflichen um Kondensationen, von denen die partiellen 
Oxydationen begleitet werden. Vgl. F. Czapek, Biochem. d. Pfl. 8, 126, 1921.. 
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Die Beobachtungen iiber das Erscheinen und Verschwinden der 
Farbreaktion mit Eisenchlorid in der Fliissigkeit von den Pilzkulturen 
auf Chinasiure zeigen, dab die die betreffende Reaktion gebenden 
Phenolderivate als Zwischenprodukte der Chinasiiureumwandlung ent- 
stehen, die sich nur intermediir anhaufen. In den ilteren Kulturen 
verschwinden diese Derivate, indem sie eine weitere Verwandlung 
erleiden. Unter anderem scheinen sie als Material zur Bildung der 
Oxalsiure verzehrt zu werden, die sich in Anwesenheit cer sie bindenden 
Basen in den Pilzkulturen auf Chinasiure reichlich anhauft!). Das 
ist aus den Ergebnissen ersichtlich, die in unseren vorigen Mitteilungen 2) 
sowie auch weiter unten angefiihrt werden. 


Bildung und Verzehrung 
der Phenolderivate in den Pilzkulturen auf Chinasiure. 
Versuchsrethe 4. 

Kulturen von Aspergillus niger, Citromyces glaber, Aspergillus 
oryzae und Mucor racemosus auf Chinasaure und ihrem 
Natriumsalz. 

In dieser Versuchsreihe wurde die Nahrlésung von folgender Zusammen- 
setzung verwendet: 


Chmesmure 2... WO Poe. | Cree “Shure 
a a ee ee ee », |) etwa 2 Proz.) 
Eg eR tee Mae a ee Sg 


Salze (mit Zn) . sists . OE i 
Jede Kultur enthielt je 25 cem Nahrlésung. Man stellte drei Kulturen 
von Aspergillus niger, vier Kulturen von Citromyces glaber und je eine Kultur 
von Aspergillus oryzae und Mucor racemosus auf und lieB alle Kulturen bei 
Zimmertemperatur von 17 bis 18° stehen. 


Die Resultate der Beobachtungen und Analysen sind fir die 
Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber in den weiter 
unten folgenden Tabellen zusammengestellt. 


1) AuSerdem kénnen die Phenolderivate auch als Kohlenstoffquelle 
bei der Mycelentwicklung durch die Pilze verbraucht werden. Vg. 
F. Czapek, Hofmeisters Beitr. 8, 47, 1902 und Biochem. d. Pflanzen, 
2. Aufl., 1, 387. 1913 und 8, 445, 1921; und besonders H. J. Waterman, 
Centralbl. f. Bakt. (2) 42, 639, 1915. — Fiir Schimmelpilze fand schon 
van Tieghem (C. r. 65, 1091, 1867), daB sie Tannin vollstandig verbrauchen 
kénnen. Nach G@. 8S. Fowler (Proc. Roy. Soc. 83, 149, 1911) sollen mehrere 
Bakterien, darunter auch Bac. fluorescens liquefaciens, in Reinkultur Phenol 
oxydieren. — Uber Bakterien, die Benzol und andere Benzolkohlenwasser- 
stoffe zu assimilieren fahig sind, vgl. K. Stérmer, Centralbl. f. Bakt. (2) 20, 
282, 1907; R. Wagner, Zeitschr. f. Garungsphysiol. 4, 289, 1914; J. Tausz 
und M. Peter, Centralbl. f. Bakt. (2) 49, 497, 1920. 

2) Wl. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922, Versuch 6; 142, 195, 
1923, Versuch 2. 

8) Dieser Nahrlésung wurde etwas mehr Eisenchlorid als gewéhnlich 


zugesetzt. 
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Tabelle I. 
Aspergillus niger. 
Dauer der Kulturen . . . Tage 10 13 20 
Pilzdeckengewicht ...... g 0,385 0,462 / 0,370 
Aciditaét auf 10 cem Kulturfliissig- | 
keit n/10 Ba(OH),. . . eem 1,6 2,0 3,4 
Farbe der Kulturfliissigkeit . . schw. violett | ungefirbt 
: . die Farbe wird 
Farbreaktion mit FeCl, + Na,CO, etwas starker keine Farbung 
und rétlich 
Oxalsiure (H,C,0O,). ..... g 0,1754 02972 | 0,3313 
Tabelle II. 
Citromyces glaber. 
Dauer der Kulturen . . . Tage 6 8 IS tee 
Pilzdeckengewicht ...... g | 0,359 0,479 0,463 0,389 
Aciditaét auf 10 cem Kulturfliissig- 
keit n/10 Ba(OH),. . . cem 1,6 2 © 1,0 | 1,4 
Farbe der Kulturfliissigkeit .. violett _—— schw. violett) ungefarbt 
Farbreaktion mit FeCl, -+ Na,CO, || kirschrot oe 'schw. rétlich| keine Farb. 
Oxalsiure (H,C,0,)...... g 0,0568 0,1786 0,3021 | 06,3281 


Die die Farbreaktion mit Eisenchlorid gebenden Phenolderivate 
hauften sich also anfangs in den Kulturen von Aspergillus niger und 
Citromyces glaber an und, nachdem ihre Menge einen maximalen Wert 
erreicht hatte, nahmen sie nach und nach ab und verschwanden 
schlieBlich vollstandig, wahrend die Oxalsaiure bestaindig zunahm. 

Da die mit derselben Nahrlésung aufgestellte Kultur von Asper- 
gillus oryzae sich bei Zimmertemperatur sehr langsam entwickelte, 
wurde sie in den Thermostaten mit einer Temperatur von etwa 25° 
verlegt. Nach zwei Tagen bildete sich bei dieser Temperatur eine 
starke Pilzdecke, und in der Kulturfliissigkeit erschien eine violette 
Farbe. Etwas spater wurde die Fliissigkeit dunkelkirschrot gefarbt, und 
diese Farbe erhielt sich auch weiter. Die Hemmung des Verbrauches 
der die Farbe gebenden Phenolderivate in der Kultur von Aspergillus 
oryzae lieB sich demjenigen Umstand zuschreiben, daB dieser Pilz eine 
stark alkalische Reaktion in den Kulturen auf den Salzen der orga- 
nischen Sauren hervorbringt!). In der Tat reagierte die Fliissigkeit 
der langdauernden Kultur auch im gegebenen Falle stark alkalisch 
und enthielt reichlich Carbonate, was sich durch starkes Aufbrausen 
bei Ansiuerung erwies. Dieselben Verhiltnisse sind auch dem Peni- 
cillium glaucum eigentiimlich, und in seinen Kulturen auf chinasaurem 
Natrium 1éBt sich auch eine langdauernde Erhaltung der an Phenol- 
derivate gekniipften Farbe nachweisen?). — Aus der mit H,SO, an- 


1) Wl. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922, Versuche 7 und 8. 
2) Derselbe, ebendaselbst, 8S. 470 und 471, Versuch 6. 





2 cae AT OP Pig ems 


Pigs ae 





= tat my oy 





450 WI. Butkewitsch: 


gesiuerten Flissigkeit der Kultur von Aspergillus oryzae lieB sich 
eine kristallinische Substanz mit den Eigenschaften der Protocatechu- 
sdure durch Extraktion mit Ather und Abdampfen des Atherextrakts 
ausscheiden. : 

Was die Kultur von Mucor racemosus anlangt, so entwickelte 
dieser sich weder bei Zimmertemperatur von 17 bis 18° noch im Thermo- 
staten bei etwa 25°. Eine Entwicklung lieB sich auch dann nicht 
nachweisen, wenn die in der Nahrlésung befindliche Chinasiure fast 
vollstandig mit Natriumcarbonat neutralisiert worden war. DaB die 
Fahigkeit, avf Chinasiure und ihren Salzen zu entwickeln, dem Mucor 
racemosus ganz abgeht, hat auch Ritter festgestellt). 

In Anbetracht der Unfahigkeit von Mucor racemosus, auf China- 
siiure zu wachsen, ist es auffallend, daB die auf Zuckerlésung auf- 
gezogene Decke dieses Pilzes bei ihrer Einwirkung auf Chinasdure 
keine Bildung der die Farbreaktion mit Eisenchlorid gebenden Phenol- 
derivate hervorbringt und sich auch dadurch von Aspergillus- und 
Citromycesdecken unterscheidet. Hier lit sich also ein gewisser Zu- 
sammenhang zwischen den Fahigkeiten, einerseits die Chinasdure als 
eine Koblenstoffquelle zu verbrauchen, und andererseits ihre Ver- 
wandlung in Phenolderivate hervorzubringen, nachweisen. Auferdem 
lieB sich die Fahigkeit zur letzteren Verwandlung nur bei denjenigen 
Pilzen auffinden, welche imstande sind, die Citronenséiure aus Zucker 
zu bilden?), und daraus entsteht natiirlich die Frage, ob diese Vorginge 
betreffs der fiir sie maBgebenden Faktoren in irgendwelcher Beziehung 
zueinander stehen. 

Die soeben betrachteten Verhialtnisse lassen sich im weiter unten 
angefiihrten Vergleichsversuch mit Aspergillus niger und Mucor race- 
mosus verfolgen. 


Versuchsreihe 5. 


Einwirkung der Pilzdecken von Aspergillus niger und Mucor 
racemosus auf Chinaséure und Rohrzucker. 


Die Pilzdecken wurden auf der Nahrlésung aufgezogen, die 7,5 Proz. 
Rohrzucker, 0,5 Proz. NH,NO, und 0,2 Proz. Salze (mit Zn) enthielt. 
Mit dieser Lésung wurden je zwei Kulturen von Aspergillus niger und 
Mucor racemosus bei Zimmertemperatur von etwa 20° aufgestellt. Jede 
Kultur enthielt je 25 ccm Nahrlésung. Nachdem die Pilzdecken sich ge- 
niigend stark entwickelt hatten, wurden die Kulturfliissigkeiten abgegossen 
und die Pilzdecken wiederholt mit sterilisiertem Wasser abgespiilt. Jeder 
Decke wurden je 25 ccm in einem Falle 4 proz. Chinaséure, die durch Na,CO, 


1) G. Ritter, Die Materialien zur Physiologie der Schimmelpilze 1916, 
8. 50 (russisch). 

2) Durch besondere, noch nicht verédffentlichte Versuche haben wir 
festgestellt, daB auch Aspergillus oryzae fahig ist, Citronensdéure in den 
Kulturen auf Zucker zu bilden. 
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neutralisiert wurde und etwas FeCl, enthielt, und in einem anderen Falle 
5proz. Rohrzuckerlésung zugesetzt. Diese Lésungen mit den Pilzdecken 
wurden bei einer Temperatur von etwa 20° stehengelassen. 


In der Lésung von chinasaurem Natrium mit der Aspergillus- 
decke erschien bald eine violette Farbe, die, anfangs sich verstiarkend, 
nach Violettrot umschlug und darauf allmahlich verschwand. Dieselbe 
Lésung mit Mucor racemosus wies gar keine Verinderung auf und gab 
keine Farbreaktion auch bei Zusatz von FeCl, und Na,CO,. Zum 
SchluB des Versuches war die Reaktion der Lésungen in beiden Fallen 
neutral (auf Lackmus). — Die Fliissigkeit von Aspergillus niger enthielt 
viel Oxalsiure, die in der Lésung mit )’ wor racemosus gar nicht vor- 
handen war. 

Die Rohrzuckerlésung mit der Aspergillusdecke reagierte nach 
3 bis 4 Tagen sauer und gab eine ganz deutliche Reaktion von Denigés 
auf Citronensiure. Dieselbe Lésung mit der Mucordecke reagierte 
neutral (auf Lackmus) und enthielt keine Spur von Citronensiure, 
hatte aber den deutlichen Geruch nach Alkohol, der sich durch die 
Jodoformreaktion mit Jod und Kalilauge leicht nachweisen lieB. In 
der Lésung mit Aspergillus niger fiel diese Reaktion ganz negativ aus. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Versuche sind in der Tabelle III 
zusammen estellt. 

Tabelle III. 


, l veny 3 
Aspergillus niger | Mucor racemosus 








Versuch mit Na-Chinatlésung. 


Violette Faroe, die, sich 

verstarkend, violettrot 

wird und darauf allmah- 
lich verschwindet 


Farbverinderungen in der Lésung keine Farbung 


Reaktion der Lésung (auf Lackmus) . | neutral neutral 
Se ee) ee ee viel | nicht vorhanden 
Versuch mit Rohrzuckerlésung. 

Reaktion der Lésung (auf Lackmus) . | sauer fast neutral 
Reaktion von Denigés auf Citronensiure | ganz deutlich negativ 
Jodoformreaktion auf Alkohol mit J | 

PATE Bo Se a ee ew negativ ganz deutlich 


Wahrend des Versuches wies das Mycel von Aspergillus niger 
einen deutlichen Zuwachs sowohl auf Zucker als auch auf Chinasiure 
auf. Beim Versuche mit Mucor racemosus fand ein bemerkbarer Mycel- 
zuwachs nur auf Zucker statt, auf Chinasiure (Natriumchinat) lieB 
sich gar keine Veranderung im Mycel auffinden, d. h. auch im vorliegen- 
den Falle erwies sich Mucor racemosus unfaihig, die Chinaséure als 
Kohlenstoffquelle zu verbrauchen. 


Nach den oben vorgebrachten Beobachtungen wird die Anhaiufung 
der Phenolderivate bei Einwirkung der Pilzdecken auf Chinasiure 
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durch alkalische Reaktion begiinstigt. In den weiter unten angefiihrten 
Versuchen mit Aspergillus niger gelang es aber, die intermediare An- 
haufung dieser Derivate auch in den Kulturen auf freier Chinasiure 
mit voller Sicherheit festzustellen. Gleichfalls bewahrte sich dabei 
eine ganz deutlich ausgepragte Beeinflussung des in Betracht stehenden 
Vorganges durch Zinksulfat. 


V ersuchsrethe 6. 


Kulturen von Aspergillus niger auf Chinasaure 
mit und ohne Zinksulfat. 


Bei dieser Versuchsreihe kamen vier Nahrl6sungen zur Anwendung: 


i) CN a ce ee 
WE, -FROSpENE eT te 
Saline tobeie Fado ee oy ey 
Dasselbe wie in a) und auBerdem 

b) (2mBOy ® wool be anavetal + alia we OQOE Prox. 

c) re wire sony WEIS capt S bias 6: a5 VR a 

d) # a veka 0,100 ,, 


Mit jeder Lésung ees je zwei aE von Aspergillus niger auf- 
gestellt und jede Kultur enthielt je 30cem Nahrlésung. Alle Kulturen 
wurden im Thermostaten bei etwa 26° stehengelassen. 

Die Ergebnisse. sind in der Tabelle IV zusammengestellt. 





Tabelle IV. 
Bhociis eas Pilzdeckene | Aciditit?) aut |  Kirschrote | Entwicklung 
kK Nihrlésung | gewicht | fliissigkeit Forbes, ak der 
ulturen | njl0 NaOH ee 
| | und Nay O; | Conidien 
g com 
| a) ohne Zn 0,2305 26,0 ziemlich stark bedeutend 
3 Tage |, >) 280, 0,005 Proz. 0,2595 | 22,4 sehr stark schwach 
* aor fe) OG. .. 0,2490 | 24,0 stark noch schwacher 
bM) ye ae | a — a 
( a) ohne Zn oo 13,4 | 0 
|b) ZnSO, 0,005 Proz.| 0,4410 | 12.8 0 |. reichlich 
STae i | om. | 04190 eM lo @ J 
Cams ey 0, 1620 | 32,0 |  schwach nicht vorhanden 
15 Tate eS oar ae 0,2695 12,4 0 reichlich 


Alle Kulturfliissigkeiten, welche die Farbreaktion mit Eisenchlorid 
und Soda gaben, reduzierten auch ammoniakalische Silbernitratlésung 
in der Kalte. Die Reaktion auf Oxalsaure fiel iiberall negativ aus. 


1) Dabei wendete man die Lésung von saurem Ammoniumphosphat 
an, die mit Ammoniak neutralisiert worden war. 

*) Beim Titrieren der urspriinglichen Nahrlésung brauchte man 33 cem 
n/10 NaOH auf 10 ccm. Dieser Wert ist mit den in der Tabelle angegebenen 
Werten nicht ganz vergleichbar, da die Verdunstung der Kulturfliissigkeit 
wahrend des Versuchs bei der Bestimmung der Aciditaét nicht in Betracht 
gezogen wurde. Sie wurde direkt in der Kulturfliissigkeit bestimmt, ohne 
diese auf ihr urspriingliches Volumen zu bringen. 
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In kleinen Mengen von 0,005 bis 0,02 Proz. zugesetzt, beschleunigte 
Zinksulfat anfangs etwas die Entwicklung des Pilzes und verstarkte 
dabei entsprechend auch die Anhaufung der die Farbréaktion mit 
Eisenchlorid gebenden Phenolverbindungen. Hier erwies sich also 
wiederum ein Zusammenhang zwischen der Bildung dieser Verbindungen 
und der Pilzentwicklung. Bei héherem Zinkgehalt (0,1 Proz.) wurde 
die Entwicklung der Pilzdecke ebenso wie die Anhiufung der Phenole 
stark verzégert. Aus diesem Versuche ergibt sich ganz klar, daB die 
betreffenden Verbindungen sich nur intermediar bilden und anhiufen; 
spater werden sie verzehrt, und in den alteren Kulturen léB8t sich keine 
Spur von ihnen nachweisen. 


Durch die vorliegenden Versuche wird also festgestellt, daB die 
Verwandlung der Chinasiure unter Bildung von Benzolderivaten emen 
Vorgang darstellt, der nicht nur gewissen Bakterien, sondern auch 
vielen Pilzen eigentiimlich ist, und diese Verwandlung scheint stets 
die Entwicklung der letzteren auf Chinasiure zu begleiten. Diese Tat- 
sachen sprechen zugunsten der Annahme, daB der betreffende Vorgang 
auch in héheren Pflanzen stattfindet, in denen die Chinasiure be- 
kanntlich ziemlich weit verbreitet ist und meistens vergesellschaftet 
mit Protocatechusiure, Brenzcatechin, Hydrochinon und anderen 
Benzolderivaten vorkommt?). 

Von den Versuchen mit den Pilzkulturen ausgehend, kann man 
Protocatechusiiure und wahrscheinlich Brenzcatechin fiir die hiufigsten 
Produkte des Chinasiureumsatzes annehmen und den Vorgang nach 
dem folgenden Schema darstellen: 


CH.OH C.OH C.OH 
HO.HC/ \CH.OH vig i (\e.0n HC/ \C.oH 
—3H,O” <r EG,” cll | 
H,C XE, eee a, adie ey 
HOt. COOH ¢.COOH CH 
Chinasdure *) Protocatechusdure Brenzcatechin 


Es ist aber auch die Méglichkeit der unmittelbaren Bildung des 
Brenzcatechins aus der Chinasiure nicht ausgeschlossen, d. h. 


C,H,(OH),.cooH { +O—3H.0—CO, | C,H,(OH), 
Chinasdure oder Brenzcatechi 
| _2H,0—HcooH | sid 


1) Vgl. F. Czapek, Biochem. d. Pflanzen, 2. Aufl., 3, 1921; W. Kiister, 
Biochemie, Berichte iiber die ges. Physiol. 1, 99 (1920), 1923. 

2) Nach Emde ist die Chinasiure Hexahydro-1, 3,4, 5-tetraoxybenzoe- 
siure (COOH — 1). Derselbe, Apotheker-Ztg. 30, 247, 1915; 82, 601, 1917; 
zitiert nach F’. Czapek, Biochem. d. Pflanzen, 2. Aufl., 3, 486, 1921. 
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* Als ein Argument zugunsten des ersteren Schemas lassen sich noch die 
von Baumann und seinen Mitarbeitern festgestellten Tatsachen ansehen, 
daB die durch dieses Schema vorausgesetzte Entstehung des Brenzcatechins 
aus der Protocatechusiure sich im Tierkérper und unter Einwirkung des 
Pankreasferments geltend macht’). 


Es liegt eine gewisse Veranlassung zu der Annahme vor, daB die 
Umwandlung der Chinasiure unter Einwirkung der Pilze sich nicht 
bloB auf die soeben betrachtete Gelegenheit beschrainkt, sondern auch 
andere Richtungen einnehmen kann. So sprechen einige der oben 
angegebenen Beobachtungen fiir die Bildung von Hydrochinon und 
Chinon, die sich auf folgende Weise formulieren laiBt. 


(+ 0—3H,O—CO, Sana OR a 

C,H,(OH),.COOH oder —> C,H, ~yo>CsHs| 
Chinasdure Sica 2H,O —HCOOH NOH . ee 
Hydrochinon Chinon 


Das Hydrochinon trifft man auch in héheren Pflanzen nicht selten 
mit der Chinasiure vergesellschaftet an, und das Miteinandervorkommen 
dieser Verbindungen lat auch hier genetische Beziehungen zwischen 
ihnen voraussetzen. 


Unter den iibrigen in den Pflanzen vorkommenden Benzolverbin- 
dungen steht vielleicht auch die Benzoesiure mit der Chinasiure im 
Zusammenhang. Die Bildung von Benzoesiure aus Chinasiure im 
tierischen Organismus ist schon lingst festgestellt worden?). Es ist 
za bemerken, daB bei dieser Uberfiihrung gleichzeitig mit Dehydration 
auch eine Reduktion zur Geltung kommt. 


C,H,(OH),.COOH + 2H —4H,0 — C,H, . COOH. 


Die Zusammenstellung dieser Reaktion mit den oben angegebenen 
legt die Vermutung nahe, daB die Oxydations- und Reduktionsvorgiinge 
bei den biochemischen Umwandlungen der Chinaséure auch als ge- 
koppelte Reaktionen ohne Teilnahme des Sauerstoffs und Wasserstoffs 
von auBen vielleicht verlaufen kénnen. So laBt sich z. B. die gleich- 
zeitige Bildung von Protocatechusiure und Benzoesiure auf diesem 
Wege voraussetzen. 


2C,H,(OH),. COOH —6 H,0—> C,H, (OH), .COOH + C,H;.COOH. 


1) E. Baumann und Herter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1, 244, 1878; 
E. Baumann und Preusse, ebendaselbst 8, 156, 1878; Preusse, ebendaselbst 
2, 329, 1878; 4, 209, 1880. 

*) Bei Herbivoren kann die Chinasaéure als eine Quelle der Hippursaure 
bildung dienen. Loew, Journ. f. prakt. Chem. 20, 476, 1879; Stadelmann, 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 10, 317, 1879. 
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Die Mannigfaltigkeit der unter der Einwirkung der! Pilze aus 
Chinasiure entstehenden Produkte kann sich noch dadurch vermehren, 
da8B den Pilzen auch die Fahigkeit zuzukommen scheint, neue Hydroxyl- 


gruppen in den Benzolring einzusetzen. Nach den Beobachtungen 
COOH 


Watermans') kénnen z. B. Salicylsiure ( ‘OH ) in Glutisin- 
COOH 
saure (i107 . OH ) und wahrscheinlich in Brenzcatechincarbon- 
/ COOH __ COOH 
siure IK OH on Orthotoluylsaure ( i SCH, und Ortho- 
OH 


_ COOH 
phthalsaure ( 4 coon) in entsprechende Brenzcatechinderivate 
unter Einwirkung von Penicillium glaucum umgewandelt werden. 
Auch die von Raciborski®) in den Pilzkulturen mit Tyrosin und 
Phenylalanin beobachteten Erscheinungen geben eine Veranlassung 
zu der Annahme, da8 der Benzoiring der aus diesen Aminoséuren 
entstehenden Produkte durch die Pilze hydroxyliert werden kann. 
Bekanntlich sind derartige Oxydationsreaktionen unter Uberfiihrung 
von Benzolen in Phenole auch im Tierkérper festgestellt worden). 
Die Anhaufung der Oxalsiure in den Pilzkulturen auf Chinasdure- 
salzen legt die Vermutung nahe, daB die sich dabei intermediar bildenden 
Phenolderivate als Zwischenstufe der zur Oxalsiure fiihrenden Vor- 
gange fungieren. Wenn das der Fall ist, so muB8 hier eine oxydative 
Aufspaltung des Benzolringes zur Geltung kommen, ahnlich der von 
Jaffe*) im Tierkérper beobachteten Ringspaltung unter dem Ubergang 
von Benzol zu Muconsiure, der sich auf folgende Weise zum Ausdruck 
bringen laBt : 


cH 

HC’ \CH CH:CH.COOH 
| || +20, | 

HC. \cH CH:CH.COOH 
% Muconsdure 


1) H. J. Waterman, Centralbl. f. Bakt. (2) 42, 639, 1915. 

2) M. Raciborski, Bull. Akad. sc. Cracovie, cl. d. sc. math. et phys. 
1906, 733. 

3) M. Nencki und P. Giacosa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 4, 325, 1880. 
Eine Hydroxylierung des Benzolrings kommt auch bei der Bildung von 
Homogentisinséure aus Phenylalanin und Tyrosin im Tierkérper zur Geltung. 
Vgl. E. Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie, 5. Aufl., 1, 562 und 
604. 1923. 

4) M. Jaffe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 58, 1909. Vgl. auch M. Hensel 
und O. Riesser, ebendaselbst 88, 38. 1913; Fuche und A. v. Soos, ebendaselbst 
98, 11, 1916. und Y. Mori, Journ. of biol. Chem. 35, 341, 1918. 
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Stellt man sich vor, daB der Vorgang in derselben Richtung weiter 
verlauft, so kommt man gerade zur Oxalsaiure. Auf derartigem oxy- 
dativen Wege ist auch eine Uberfithrung von Phenolen, z. B. Brenz- 
catechin, in Oxalsiure leicht verstindlich. 


CH COOH 
HC’ >C.OH HOOC COOH 
+ 50,— 
HC. 'C.O0H HOOC (COOH 
CH COOH 
Brenzcatechin 3 mol. Oxalsdure 


In diesem Zusammenhange ist das Verhalten des aus Benzol mit Ozon 
entstehenden Triozonids, das durch Wasser unter Bildung von Glyoxal 
zersetzt wird'), von Interesse. 


eG —_ O, 
V\J™ Ly HC z oO 
C C l 
O.0ura | +3H,O —> 3 ‘. 
3\ Cc. C 2 HC rs O 
\/ Glyoxal 
C—O, 
Triozonid 


Bekanntlich gelingt es, Benzole und besonders ihre Derivate, wie 
Phenole, Chinone, Oxychinone, Phenolcarbonséuren, auf chemischem Wege 
durch Oxydation ziemlich leicht in Fettkérper unter Aufspaltung des 
Benzolringes umzuwandeln. Nach Débner kénnen die Sauren, wie Meso- 
wein- und Maleinsiure, aus Phenol und Benzol unter Einwirkung von 
Kaliumpermanganat bzw. Kaliumchlorat entstehen*). Nach Willstdtter 
und Sonnenfeld wird Tetrahydrobenzol unter katalytischer Einwirkung 
von Osmium durch Sauerstoffgas tiber Moloxy und ihm isomeren Aldehyd 
zu Adipinsaéure oxydiert). 


( \CH - Pa p< ‘i \ CK el ‘COOH 

z=) eat ; | | 6 i] Oo —— > | 

| | | | | = 

\ A mage Ca a /<E ae COOH 
Tetrahydrobenzol Adipinsdure 


Die physiologische Aufspaltung des Kohlenstoffringes der Polyphenole 
und Polyoxyhydrobenzole 1a8t sich vielleicht auch durch die der Saccharin- 
umlagerung ahnliche Verschiebung von Sauerstoffatomen der Hydroxy]- 


1) C. Harries, Liebigs Ann. d. Chem. 348, 335, 1906. Derselbe, Ein- 
wirkung von Ozon auf organische Verbindungen. Berlin 1916. 

2) J. Schmidt, Lehrb. d. organ. Chemie, 1906, S. 324. 

3) R. Willstdtter und E. Sonnenfeld, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 46, 


1952, 1913. — Es soll hier noch erwahnt werden, daB Quercit bei der 
Oxydation Schleimsiure liefert. Vgl. F. Czapek, Bioch. d. Pflanzen 8, 446, 
1921. 
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gruppen geltend machen, wobei Di- bzw. Monocarbonsauren entstehen 
k6énnen. 


C.OH CH 
4\coH /COOH CH.OH COOH 
1 > bzw. — 

\ OH COOH _ cH. OH CH, 
COH CH 


Durch die oben erérterten Umwandlungen der Chinasaure ver- 
wirklicht sich vor allem ein Ubergang von gesittigten Cyclohexan- 
verbindungen zu Benzolderivaten, und es lé6t sich voraussetzen, dab 
die ahnlichen Umwandlungen auch an anderen in den Pflanzen vor- 
kommenden Oxyhydrobenzolverbindungen, wie Inosit, Quercit usw., 
zur Geltung kommen kénnen. 

Von besonderem Interesse ist der im Pflanzenreich als Ester der 
Orthophosphorséure sehr weit verbreitete Inosit, der hier, wie man 
das iiberhaupt anzunehmen pflegt, aus Hexosen durch die SchlieBung 
ihrer Kohlenstoffkette zu entstehen scheint. Wenn das in der Tat 
der Fall ist und wenn der Inosit denselben Umwandlungen unter 
Bildung von Benzolderivaten in Pflanzenzellen unterliegt, die der 
Chinasiure bei den Pilzen eigentiimlich sind+), so soll dieses Hexa- 
oxyhydrobenzol eine wichtige Rolle als ein Zwischenglied beim Uber- 
gang von Kohlehydraten zu Benzolverbindungen in den Pflanzen 
spielen. 

Da die auf diesem Wege entstehenden Phenolderivate, wie sich 
aus den Versuchen mit den Pilzen ergibt, unter Ringsprengung bis 
zu Oxalsiure und Kohlendioxyd oxydiert werden kénnen, so ist anzu- 
nehmen, daB es sich hier um eine eigentiimliche, tiber Hydrobenzol- 
und Benzolderivate verlaufende Umwandlung von Kohlehydraten 
handeln kann, die sich zum Teil, mindestens im Falle der weitgehenden 
Oxydation, als Atmungsvorgang einer besonderen Richtung aner- 
kennen 1aBt. 

Nimmt man zudem die bei den Benzolderivaten scharf ausgepragte 
und mannigfaltig zum Vorschein kommende Reaktionsfihigkeit in 
Betracht, namlich die leichte Substituierbarkeit der Wasserstoffe im 
Benzolring und starke Neigung zu Kondensationen der Ringe und zu 
Hydrierungen und Oxydationen, die durch Aufsprengung der Ringe 
begleitet werden kénnen?), so ergibt sich klar, daB die betreffenden 
Derivate einen wichtigen Anteil an der physiologischen Bildung von 
verschiedenen Kohlenstoffverbindungen mit verschieden angeordneten 


1) Ich hoffe bald Gelegenheit zu haben, auch die Versuche mit Inosit 
anzustellen. — Fiir Bakterien wirkt Inosit, nach G. Meillere, Soc. biol. 
62, 1096, 1907, als guter Nahrstoff. 

2) Die betreffenden Literaturangaben vgl. bei R. Pummerer, Org. Chem., 
Wissensch. Forschungsber., Naturw. Reihe 3, 1921. 
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Kohlenstoffketten nehmen miissen. Es liegt die Méglichkeit nahe, daB 
die kompliziert gebauten Kohlenstoffketten nicht nur von zyklischer, 
sondern auch von aliphatischer Natur gerade auf diesem Wege in der 
lebenden Zelle entstehen?). 


Was das oben erwahnte, bei den Pilzen an den Tag kommende 
Verhaltnis zwischen der Fahigkeit, auf Chinasiure zu wachsen und 
diese in Benzolderivate zu verwandeln, einerseits, und der Fahigkeit, 
Citronensaiure aus Zucker zu bilden, andererseits anlangt, so findet es 
vielleicht seinen Grund darin, da8 die Uberfiihrung von Hexosen in 
Citronensiure durch die intermediare Entstehung einer zyklischen 
Verbindung begleitet wird, die sich ihrer chemischen Konstitution 
nach der Chinaséure nahert. Die Bildung einer solchen Verbindung 
kann auf dem Wege der inneren Aldolkondensation im Zuckermolekil 
zur Geltung kommen, und der Vorgang der Citronenséurebildung laBt 
sich dann nach dem folgenden Schema zum Ausdruck bringen: 


HOHC—CHOH HOHC-——CHOH HOHC—CHOH 
| —> —> Jo 
HOC ‘CHOH HOHC, HOH -° Hc cH, 
CHOH CoH oH 
| | 
CH,OH buon COOH 
Hexose. 


— COOH 

+30 & 

Shp HO. ‘Hy 
(OH 


1 
COOH 
Citronensdure, 


1) Vielleicht kénnen sich auch die Fettsiuren auf demselben Wege 
unter entsprechender Kondensation und Aufspaltung der Benzol- bzw. 
Hydrobenzolringe bilden. Nach Ciamician und Ravenna wird Benzoesiure, 
in lebenden Mais injiziert, unter Spaltung des Ringes zu Ameisen-, Essig- 
und Propionséure verarbeitet. G. Ciamician und Ravenna, Atti Acc. Leuc. 
Rom. (5) 27, 2, 293, 1918; zitiert nach F'. Czapek, Biochem. d. Pflanzen, 
2. Aufl., 3, 126, 1921. — C. Neuberg und B. Arinstein, diese Zeitschr. 117, 
269, 1921, stellten bei ihren Untersuchungen iiber die Buttersdure- 
girung fest, daB die Brenztraubenséure oder ihr Aldol als Zwischenstufe 
an der Uberfiihrung von Zucker in Buttersiure teilnimmt und da8 auch die 
héheren Homologen der Butterséure auf demselben Wege entstehen kénnen. 
Ob diese Bildungsweise allgemeine Giiltigkeit auch fiir die komplizierter 
gebauten Fettsauren hat, steht noch dahin. — In diesem Zusammenhange 
verdient die noch von Z. Drechsel (Journ. f. prakt. Chem. 88, 65, 1888), 
festgestellte Tatsache Beachtung, daB bei Einwirkung von Wechselstrémen 
auf Phenol Hydrierung unter Bildung von Hydrophenoketon, C,H,)O 
und Aufspaltung unter Bildung von Capronsdévre und anderen Sauren 
stattfindet. 
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Nach diesem Schema soll ein Cyklopentenderivat durch AldolschlieBung 
der Kohlenstoffkette entstehen; ebenso wie Cyklopentenaldehyd, nach 
Willstdtter und Sonnenfeld, als Hauptprodukt beim Oxydieren des Cyklo- 
hexen durch Sauerstoffgas in Gegenwart von Osmiumschwarz aus inter- 
mediar sich bildendem Adipinaldehyd entsteht'). 


CH,CH,. CH,CH, 
Oli-G OM 1m! 

‘H,—COH -hO0 CH,—CH 

Die Nachpriifung der Giiltigkeit des angegebenen Schemas macht 
die naichste Aufgabe unserer weiteren Untersuchungen aus. 


CH—COH. 


Zusammenfassung. 

Bei der Entwicklung der Pilze auf Chinasiure macht sich stets 
eine Umwandlung derselben in Benzolderivate geltend; die haufigsten 
Produkte dieser Umwandlung scheinen die Protocatechusiure und 
wahrscheinlich Brenzcatechin zu sein. 

Es liegt eine gewisse Veranlassung vor, anzunehmen, da auch 
Hydrochinon und Chinon sich dabei mindestens manchmal bilden 

In den Pilzkulturen auf Chinasiure lieBen sich in gewissen Fallen 
auch schwer in Wasser lésliche, gefiirbte Stoffe nachweisen, die offenbar 
die Kondensationsprodukte der oben genannten Benzolderivate dar- 
stellen. 

Eine ahnliche Umwandlung unter Bildung derselben Produkte 
kam auch bei Einwirkung der auf Zucker aufgezogenen Pilzdecken 
auf Chinasiurelésung zur Geltung. 

Die Benzolderivate, welche die fiir Protocatechusiure und Brenz- 
catechin charakteristischen Reaktionen geben, hiufen sich in den Pilz- 
kulturen nur intermediaér an; in den alteren Kulturen verschwinden 
sie vollstandig; also werden sie durch den Pilz verzehrt. 

Da die sich in den Pilzkulturen auf Chinasiiuresalzen reichlich 
anhiufende Oxalsiure dauernd in den Kulturen anwichst, so laBt sich 
annehmen, da®Bs die intermediar auftretenden Benzolderivate als 
Zwischenglieder in dem zur Bildung dieser Saure fiihrenden Vorgang 
fungieren. 

Die Abwesenheit der Oxalsiure in den Pilzkulturen auf freier 
Chinaséure muB ihre Erliuterung darin finden, daB hier die Oxalsiure, 
sich intermediar bildend, weiter bis zu Kohlendioxyd oxydiert wird. 


1) R. Willstdtter und E. Sonnenfeld, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 
2952, 1913. — Die Kondensation des Adipinaldehyds zum Cyklopenten- 
aldehyd wurde zuerst von A. v. Baeyer und H. v. Liebig, ebendaselbst 31, 
2106, 1898, beobachtet. Vgl. auch A. Wohl und H. Schweitzer, ebendaselbst 
39, 896, 1906; C. Harries und H. v. Splava-Neymann, ebendaselbst 41, 
3557, 1908. — Uber Aldolkondensation unter Bildung sechsgliederiger 
Kohlenstoffringe. Vgl. H. Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzen - 
chemie 1, 116—117, 1908. 

Biochemische Zeitschrift Band 145. 30 
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Die vorliegende Umwandlung der Chinasiure durch die Pilze tiber 
Benzolverbindungen bis zu Oxalsiure und Kohlendioxyd laBt sich als 
ein Atmungsvorgang besonderer Richtung betrachten. 

Da die in den héheren Pflanzen ziemlich weit verbreitete China- 
siiure in denselben meistens als vergesellschaftet mit Protocatechusaure, 
Brenzeatechin, Hydrochinon und anderen Benzolderivaten vorkommt, 
liegt die Vermutung nahe, daB diese Derivate auch hier in genetischer 
Beziehung zu der Chinasiure stehen, aus welcher sie sich auf demselben 
Wege wie bei den Pilzen bilden. 

Wabhrscheinlich wandeln sich auch andere, in den Pflanzen weit 
verbreitete Hexahydrobenzolderivate, wie Inosit, Querzit usw., unter 
Bildung der Benzolverbindungen auf ahnliche Weise wie Chinasaure 
um und, wenn diese Oxyhydrobenzolderivate von Hexosen durch 
SchlieBung ihrer Kohlenstoffkette stammen, wie man das fiir Inosit 
anzunehmen pflegt, so miissen sie als Zwischenglieder bei Uberfiihrung 
von Kohlehydraten in Benzolverbindungen in den lebenden Zellen 
anerkannt werden. 

Ihrer stark ausgeprigten Reaktionsfahigkeit gemaiB kénnen die 
Benzolderivate eine wichtige Rolle bei der Bildung von verschiedenen 
Kohlenstoffverbindungen mit kompliziert angeordneten Kohlenstoff- 
ketten in den lebenden Zellen spielen. 

Nur diejenigen Pilze scheinen imstande zu sein, die Chinasaiure 
als Kohlenstoffquelle zu verbrauchen, die fahig sind, diese Saéure in 
die obengenannten Phenolderivate zu verwandeln. Dem auf Zucker 
aufgezogenen Mycel von Mucor racemosus geht diese Fahigkeit, die 
den Mycelen von Aspergillaceae zukommt, ganz ab, und demgemaB 
entwickelt sich dieser Pilz auf Chinasiiure und ihren Salzen gar nicht. 

Ein Zusammenhang zwischen der Pilzentwicklung auf Chinasaiure 
und der Bildung von Benzolderivaten aus derselben kommt auch 
daraus zum Vorschein, daB diese beiden Vorginge in derselben 
Richtung durch Zinksulfat beeinfluBt werden. 

Alle bisher gepriiften Pilze, die sich faihig erwiesen, auf Chinasiure 
zu wachsen und diese in die Phenolverbindungen zu verwandeln, ge- 
héren gleichzeitig zu denjenigen, die faihig sind, Citronensiure aus 
Zucker zu bilden. Daraus entsteht die Frage, ob diese Fahigkeiten 
in irgendwelcher tatsichlichen Beziehung zueinander stehen. 

Die bei unseren Versuchen festgestellten Tatsachen sprechen nicht 
zugunsten der von Kostytschew!) vor kurzem ausgesprochenen An- 
schauung, daf die Chinasiure bei Entwicklung der Pilze auf derselben 
vorliufig in Zucker umgewandelt und nur in Gestalt dieses letzteren 
verbraucht wird. 


1) S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 236, 1920, und Journ. 
d. Russisch. bot. Ges. 6, 1, 1921. 
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Die vorliegende Arbeit!) erbringt den Nachweis, da8 die Oxydation 
der Aminosiuren an Blutkohle eine Eisenkatalyse ist, und bestatigt 
damit die friiher gegebene Theroie des Kohlemodells?). 


Einteilung. 
Vorbemerkung tiber das Kohlemodell. 
Ma8 der katalytischen Wirkung. 
Vergleich des Adsorptionsvermégens verschiedener Kohlen. 
Ausgangspunkt der Untersuchung. 
Zuckerkohle. 
Silicatzuckerkohle. 
Aktivierung der Silicatzuckerkohle. 
Haminkohle. 
Kohle aus Anilinfarbstoffen. 
Aktivierung durch Eisen. 
Inaktivierung des Eisens durch Blausaure. 
Reaktionsfaihigkeit des Eisens. 
Bau der Blutkohle. 
Experimenteller Teil. 


I. Vorbemerkung iiber das Kohlemodell. 


Die Oxydation der Aminosiuren an Blutkohle ist unvollstiandig. 
Cystin liefert Kohlensiure, Ammoniak und Schwefelséure, jedoch nur 
20 Proz. Kohlensaure, 30 Proz. Ammoniak und 10 Proz. Schwefelsiure 
der bei totaler Verbrennung entstehenden Mengen, und nimmt nur 


30 Proz. des fiir totale Verbrennung berechneten Sauerstoffs auf. 
Leucin verbraucht 17 Proz. des fiir totale Verbrennung berechneten 
Sauerstoffs und liefert 17 Proz. Kohlensiure und 7+ Proz. Ammoniak. 


1) Zur Ausfiihrung dieser Arbeit wurden uns Mittel aus der Heshi- 
Stiftung zur Verfiigung gestellt. Dem JapanausschuB der deutschen Not- 
gemeinschaft sprechen wir auch hier unseren Dank aus. 

2) O. Warburg, Physikalische Chemie der Zellatmung, diese Zeitschr. 
119, 134, 1921. 


30* 


eee 


FE Onn ante ve 
Ergo aaah x 


ween < 


oe A OF Sen OTE eer: 
0 NE el I NT NI 


einen 


Aa om 


if 
H 
Hi 





























462 O. Warburg u. W. Brefeld: 


Bei der Oxydation des Leucins an Blutkohle entsteht, wie bei 
der Oxydation des Leucins durch Wasserstoffsuperoxyd!), Valer- 
aldehyd, dessen Geruch sich bald nach dem Mischen von Leucinlésungen 
mit Kohle bemerkbar macht. Valeraldehyd seinerseits oxydiert sich 
weiter an Blutkohle. 

Aminosiuren, in denen die Aminogruppe an ein tertiares Kohlenstoff- 
atom gebunden ist, werden an Blutkohle sehr viel langsamer oxydiert 
als primaire und sekundire Aminosiuren?). Es ist bemerkenswert, 
da8 tertiire Aminosiuren auch von Wasserstoffsuperoxyd?) sehr viel 
langsamer angegriffen werden als primare und sekundare. 


II. MaB der Katalytischen Wirkung. 


Zur Priifung unserer Kohlepraiparate benutzen wir Leucin, und 
zwar Kahlbaumsche d, |-Isobutylaminoessigsiure, die aus heibem 
Wasser umkristallisiert wird. In 10 ccm einer n/20 (0,65 proz.) Leucin- 
lésung tragen wir — je nach der Wirksamkeit der Kohlepraparate — 
20 bis 400 mg Kohle ein, sittigen mit atmospharischer Luft und schiitteln 
bei 38° im Thermostaten. Die Druckainderung am angeschlossenen 
Barcioftmanometer, die von 20 zu 20 Minuten eine Stunde lang 
abgelesen wird, ergibt, da ein Einsatz mit Alkali die Kohlensaure ab- 
sorbiert, die Geschwindigkeit der Oxydation. Hierbei sind die Kohle- 
mengen und die Versuchszeiten so gewahlt, daB sich die Leucinkonzen- 
tration weder durch die Adsorption noch durch den chemischen Umsatz 
erheblich andert. Was beobachtet wird, ist also die Wirkung von Kohle, 
die im Gleichgewicht steht mit einer wngefahr n/20 Leucinlésung und 
mit: Sauerstoff vom Drucke feuchter atmosphiarischer Luft. 

Den beobachteten Sauerstoffverbrauch reduzieren wir auf die 
Gewichtseinheit Kohle und die Zeiteinheit, indem wir als Einheiten 
das Kubikmillimeter Sauerstoff, das Milligramm Kohle und die Stunde 
benutzen. Wir bilden alsc den Quotienten 

emm verbrauchten Sauerstoffs 
mg Kohle x Stunden 
bezeichnen ibn mit Q und messen durch ihn die katalytische Wirksamkeit 
unserer Kohlepraparate. 





III. Vergleich des Adsorptionsvermégens. 


In eine n/20 Leucinlésung tragen wir so viel Kohle ein, da8 eine 
2proz. Kohlesuspension entsteht, schiitteln 5 Minuten bei etwa 10° 


1) Uber den Abbau von Aminosiiuren durch Wasserstoffsuperoxyd 
vgl. C. Neuberg, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 238, 1902; diese 
Zeitschr. 20, 531, 1909; Dakin, Journ. of biol. Chem. 4, 63, 1909. 

*) EB. Negelein, diese Zeitschr. 142, 493, 1923. 
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und ermitteln die aus der Lésung durch Adsorption herausgenommene 
Leucinmenge titrimetrisch nach Sdrensen!). Die Zeit von 5 Minuten 
geniigt zur Einstellung des Adsorptionsgleichgewichtes und ist anderer- 
seits so kurz, daB der chemische Umsatz die Adsorptionsmessung 
nicht stort. 

Die prozentische Abnahme des Leucintiters gibt einen fiir unsere 
Zwecke ausreichenden Mafstab des Adsorptionsvermégens, doch mu 
man bedenken, daB diese Abnahmen nicht im Verhiltnis der Adsorp- 
tionskonstanten stehen, weil die Endkonzentrationen an Leucin nicht 
gleich sind. 


IV. Der Ausgangspunkt der Untersuchung. 


Wir tragen in 100 cem einer n/20 Leucinlésung 2 g Blutkohle ein 
und messen die Adsorption des Leucins durch Formoltitration. Wir 
wiederholen den Versuch mit dem Unterschiede, daB wir der Leucin- 
lésung */5999 bis */s9999 Mol Blausiiure pro Liter zusetzen und finden, 
daB in beiden Fallen die gleiche Menge Leucin adsorbiert wird. Gleich- 
wohl hemmt Blausiure die Oxydation des Leucins, und zwar n/2000 
Blausiure fast vollstandig. 

Titrieren wir bei dem Versuche nicht nur das Leucin, sondern 
auch die Blausiure — was mit Silbernitrat sehr genau méglich ist —, 
so erhalten wir ein Bild von den an der Oberflache herrschenden Ver- 
haltnissen im Zustande der Blausiurehemmung. Wir erfahren, dab 
1 Mol. Blauséure, neben 1000 Mol. Leucin an der Kohle adsorbiert, 
die Oxydation des Leucins merklich verlangsamt, 1 Mol. Blausaure, 
neben 100 Mol. Leucin an der Kohle adsorbiert, die Oxydation des 
Leucins fast vollstindig hemmt. 

Dieser einfache Versuch?) erlaubt den wichtigen SchluB, da® nur 
ein kleiner Teil der Kohleoberfliche katalytisch wirksam ist. Denn 
indem Blausaéure einen kleinen Teil der Kohleoberfliche bedeckt, 
inaktiviert sie die gesamte Oberfliche. Leucin, an dem Hauptteil 
der Oberflaiche adsorbiert, ist gegeniiber Sauerstoff bestindig, ein 
Resultat, das unwiderleglich erscheint und das den Gang unserer Unter- 
suchung bestimmt hat. Wir haben uns gesagt, daB die Oberfliche 
der Blutkohle aus einer adsorbierenden Grundsubstanz besteht, die 
katalytisch unwirksam ist, und aus einer in sie eingelagerten Substanz, 
die katalytisch wirksam ist, und haben uns zunichst die Aufgabe ge- 
stellt, einen derartigen Katalysator — eine ,,kiinstliche Blutkohle“ — 
aus einheitlichen Stoffen in iibersichtlichen Schritten aufzubauen. 


1) S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 7, 45, 1908. 
2) O. Warburg, Uber die antikatalytische Wirkung der Blausaure, 
diese Zeitschr. 186, 266, 1923. 
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VY. Zuekerkohle. 


Nach dem Gesagten kann ein homogenes, in allen Teilen gleich- 
artiges Adsorbens nicht die Eigenschaften der Blutkohle besitzen. Ein 
homogenes Adsorbens erhalt man, wenn man reinen Rohrzucker 
unter Zusatz von Kaliumcarbonat in einen gliithenden Tiegel eintragt, 
etwa eine Stunde lang erhitzt und dann mit Salzsiure und Wasser 
extrahiert. 

Zuckerkohle, auf die beschriebene Art hergestellt, nimmt bei der 
Adsorptionsprobe 17 Proz. des Leucins aus der Lésung heraus, Blut- 
kohle unter sonst gleichen Bedingungen 30 Proz. Zuckerkohle adsorbiert 
also recht gut, wenn auch schlechter als Blutkohle. 

Zuckerkohle ist autoxydabel und aktiviert molekularen Sauerstoff. 
Da Aminosaiuren von aktiviertem Sauerstoff leicht angegriffen werden, 
so tibertrigt Zuckerkohle auf die an ihrer Oberfliche adsorbierten 
Aminosaiuren Sauerstoff. Hierbei erscheint in der umgebenden Flissig- 
keit Wasserstoffsuperoxyd, ein Reaktionsprodukt, das bei der Oxy- 
dation der Aminoséuren durch Blutkohle nicht oder wenigstens nicht 
in nachweisbaren Mengen auftritt. Die katalytische Wirksamkeit der 
Zuckerkohle ist geringer als die der Blutkohle, aber von derselben 
GréBenordnung. 

Die katalytische Wirksamkeit der Zuckerkohle wird durch chemisch 
indifferente Stoffe — Alkohole, Urethane — gehemmt, um so starker, 
je starker diese Stoffe adsorbiert werden. Gegen chemisch indifferente 
Stoffe also verhalt sich die Zuckerkohle wie Blutkohle oder auch wie 
die lebendige Substanz, und wollte man nur das Zusammenspiel un- 
spezifischer Oberflichenkrafte und irgendwelcher chemischer Kriafte nach- 
ahmen, wie es der lebendigen Substanz eigentiimlich ist, so wire das 
System Zuckerkohle-Aminosiure ein brauchbares Modell. Mit Sauerstoff 
gesattigte Zuckerkohle mag man sich vorstellen als eine peroxydartige 
Verbindung des Kohlenstoffs, an die die Aminosauren durch Ober- 
flachenkrafte angelagert und von der sie durch chemisch indifferente 
Stoffe verdrangt werden. 

Doch fehlt hier die spezifische Reaktion auf Blauséure. Eine n/1000 
Blausaiure, die Blutkohle sowohl als auch die lebendige Substanz in- 
aktiviert, 1a48t die Wirksamkeit der Zuckerkohle intakt. Wir miissen 
daraus schlieBen, daB die in der Zuckerkohle wirkenden chemischen 
Krafte anderer Art sind als die in der Blutkohle oder der lebendigen 
Substanz wirkenden. 


VI. Silicatzuckerkohle. 


Wiirde der Kohlenstoff der Blutkohle, wie der Kohlenstoff der 
Zuckerkohle, katalytisch wirken, so wire, was auch sonst noch an der 
Blutkohle vor sich gehen mag, die Wirkung der Blausaure unverstindlich. 
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Denn immer miiBte ein durch Blausaiure nicht hemmbarer Rest, eben 
die katalytische Wirkung des Kohlenstoffs, tibrigbleiben. Da dies 
nicht geschieht, so ist zu untersuchen, wodurch sich der Kohlenstoff 
der Blutkohle von dem Kohlenstoff der Zuckerkohle unterscheidet. 


Es liegt nahe, hier an die anorganischen Stoffe zu denken, die die 
Technik bei der Verkohlung des Blutes zusetzt, in erster Linie an Kiesel- 
siure, von der Mercksche Blutkohle etwa 10 Proz. enthalt. In der 
Tat, setzt man dem Zucker bei der Verkohlung neben Kaliumcarbonat 
noch Kaliumsilicat zu und verfaihrt weiter, wie bei der Darstellung der 
silicatfreien Zuckerkohle, so erhailt man eine kieselsiurehaltige Kohle, 
die die interessante und von uns gesuchte Eigenschaft besitzt, Amino- 
sduren zwar zu adsorbieren, jedoch nicht katalytisch zu wirken. Leucin, 
an der Oberfldche dieser Kohle adsorbiert, ist gegeniiber Sauerstoff bestdndig. 

Silicatzuckerkohle nimmt bei der Adsorptionsprobe 16 Proz. 
Leucin aus der Lésung heraus, Zuckerkohle 17 Proz., Blutkohle 30 Proz. 
Silicatzuckerkohle adsorbiert also schlechter als Blutkohle, aber ebenso- 
gut wie Zuckerkohle. 

Warum unter der Einwirkung des Silicats katalytisch unwirk- 
samer Kohlenstoff entsteht, kénnen wir nicht erkliren. Zunichst 
glaubten wir, in der Silicatkohle sei der Kohlenstoff durch eine Kiesel- 
siurehaut geschiitzt. Doch war diese Annahme unrichtig, denn 
durch Abrauchen mit FluBsiure auf dem Wasserbade kann die Kiesel- 
sdure aus der Kohle entfernt werden, ohne daB sich die Eigenschaften des 
Kohlenstoffs andern, insbesondere ohne daB er katalytisch wirksam wird. 

Die Gewinnung der gut absorbierenden, katalytisch unwirksamen 
Kohle war ein wesentlicher Schritt auf dem Wege zur Darstellung 
der kiinstlichen Blutkohle. Denn es war offenbar, da8 wir hier 
die Grundsubstanz der Blutkohle in Hinden hatten, die zu aktivieren 
nunmehr unsere weitere Aufgabe war. 

Belege zu diesem Abschnitt findet man im experimentellen Teil unter 
Ziffer 1. 


VII. Aktivierung der Silicatzuckerkohle. 


DaB die katalytisch wirksame Substanz der Blutkohle nur in kleinen 
Mengen in der Blutkohle enthalten ist, folgt aus dem Blausiureversuch, 
den wir an die Spitze des Ganzen gestellt haben. Sucht man nach 
einer derartigen Substanz, so richtet sich die Aufmerksamkeit auf das 
Eisen, das, aus dem Blutfarbstoff stammend, ein nie fehlender Be- 
standteil der Blutkohle ist. Seine Menge betragt einige Milligramm 
pro Gramm Kohle. Bedenkt man, da8 Eisen in vielen einfachen 
chemischen Systemen Oxydationen katalysiert, ferner, da8 Blausiure 
leicht mit Eisen reagiert, so gewinnt der Gedanke, die katalytisch 
wirksame Substanz der Blutkohle sei eine Eisenverbindung, an Wahr- 
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scheinlichkeit. Gegen ihn spricht in keiner Weise die Tatsache, daB 
freie Eisenionen ohne Wirkung auf geléste Aminosiuren sind. Denn 
die chemischen Wirkungen der Elemente sind verschieden je nach der 
Form, in der sie vorliegen. 

Setzt man bei der Darstellung der Silicatzuckerkohle Eisensalz 
zu, so findet sich, daB die eisenhaltigen Kohlen katalytisch ebenso 
wirksam sind, wie die eisenfreien Kohlen. Das Eisen in derartigen 
Kohlen ist durch Salzsiure nur zum Teil extrahierbar und liegt in ihnen 
wahrscheinlich als Eisensilicat vor. 

Wendet man andererseits das Silicatverfahren auf getrocknetes 
Blut an, so erhalt man immer wirksame Kohlen von den Eigenschaften 
der technischen Blutkohlen. Man sieht daraus, daB nicht irgend ein 
unbekanntes technisches Verfahren die gesuchten Eigenschaften hervor- 
bringt, sondern Bestandteile des Blutes, und gibt man, trotz der geschil- 
derten negativenVersuche mit Eisensalz, denGedanken an das Eisen nicht 
auf, so ist zu iiberlegen, in welcher Form das Eisen im Blute vorliegt. 

Trager des Bluteisens ist der Blutfarbstoff, aus dem eine kristalli- 
sierte Pyrroleisenverbindung, das Nenckische Hiamin, gewonnen 
werden kann. Hamin besitzt die Zusammensetzung C,,H,,0,N,FeCl 
und enthalt 8,5 Proz. Eisen. Setzt man bei der Bereitung der Silicat- 
zuckerkohle eine kleine Menge Himin zu, so erhalt man in der Tat 
Kohlen von der katalytischen Wirksamkeit der Blutkohle, die auBerdem 
die Eigenschaft der Blutkohle besitzen, durch kleine Mengen Blau- 
siure inaktiviert zu werden. Damit war die Aufgabe, eine ,,kiinst- 
liche Blutkohle‘* aufzubauen, gelést. 

Eine graphische Darstellung mag die wichtigen Versuche ver- 
anschaulichen. In den Abb. 1 und 2 bedeuten die Abszissen die Versuchs- 
zeiten tin Minuten, die Ordinaten 
die zur Zeit ¢ auf Leucin itiber- 
tragenen Sauerstoffmengen in 
Kubikmillimetern. Fir jeden 
dargestellten Versuch wurde die 
gleiche Menge Kohle, namlich 
200mg, und die gleiche Menge n/20 
Leucinlésung, namlich 10 ccm, 
verwendet. 

Abb. 1 zeigt das Verhalten 
7 der Silicatzuckerkohlen. Die 
Kurve der ohne Hamin her- 
woh Be Bing Stearate + 10cem  geateliten Kohle (Kurve 1) ver 

lauft auf der Abszissenaxe, zu 
keiner Zeit ist ein Verbrauch an Sauerstoff wahrnehmbar. Setzt man 
bei der Darstellung der Kohle auf 100g Rohrzucker 0,2 g Hamin zu, 
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so ist die entstehende Kohle (Kurve I) fast von der katalytischen 
Wirksamkeit der Merckschen Blutkohle, ihr Wirkungsquotient ist 0,7 
gegeniiber 1,0 fiir Mercksche Blut- esi 
kohle. Ein Zusatz von 2g Hadmin 
zu 100g Rohrzucker bewirkt 
(Kurve III), daB die entstehende 
Kohle etwa dreimal wirksamer 
ist als technische Blutkohle. 

Abb. 2 zeigt das Verhalten Abb. 2. 200mg Mercksche Blutkohle + 10 ccm 
der Merckschen Blutkohle. Sie a ee 
ist im gleichen MaBstab gezeichnet wie Abb. 1, so daB die fiir gleiche 
Zeiten ausgezogenen Ordinaten beider Abbildungen im Verhialtnis der 
Wirkungsquotienten stehen. 

Belege zu diesem Abschnitt findet man im experimentellen Teil 
unter Ziffer 2. 
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VIII. Hiiminkohle. 

Die Aktivierung durch Himin wiachst mit steigenden Haminmengen, 
und zwar nicht proportional dem zugesetzten Hamin, sondern lang 
samer. Die wirksamsten Kohlen, die man mit Hilfe von Haimin erhilt 
sind Kohlen aus reinem Hiamin. 

Haminkohle stellen wir her durch Eintragen von Himin in einen 
gliihenden Porzellantiegel. Wir extrahieren dann mit heiSer Salzsiiure 
und wiederholen das Gliihen. Der gréBte Teil des Hiaimineisens wird 
hierbei zu metallischem Eisen reduziert und geht bei der Extraktion 
mit Salzsiure aus der Kohle heraus. Es bleibt, mit einer Ausbeute 
von etwa 30 Proz. des Himingewichtes, eine Kohle, die neben Kohlen 
stoff einige Prozente Stickstoff und einige Prozente Eisen enthilt. 

Haminkohle ist katalytisch sieben- bis zehnmal wirksamer als 
technische Blutkohle. Gleichwohl adsorbiert sie auBerordentlich 
schlecht, bei der Adsorptionsprobe nimmt sie nur | bis 2 Proz. des 
Leucins aus der Lésung heraus, waihrend Blutkohle 30 Proz. heraus- 
nimmt. Haminkohle verhilt sich also umgekehrt wie Silicatzuckerkohle. 
Silicatzuckerkohle adsorbiert gut und wirkt nicht, Himinkohle adsorbiert 
kaum und wirkt sehr stark. Auf adsorbiertes Leucin umgerechnet, 
ist Haminkoble 100- bis 300mal wirksamer als technische Blutkohle. 

Fiigen wir hinzu, daB Haminkohle durch n/1000 Blausiure in- 
aktiviert wird, so ist der Blausiureversuch, von dem wir ausgingen, 
vollkommen durchsichtig. Da der Katalysator nur in kleiner Menge in 
der Grundsubstanz der Blutkohle enthalten ist und auBerdem rund 
20mal schlechter adsorbiert als die Grundsubstanz, so inaktiviert Blau- 
siure die Blutkohle ohne nachweisbare Wirkung auf die Adsorption. 

Belege zu diesem Abschnitt findet man im experimentellen Teil 
unter Ziffer 3. 
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IX. Kohlen aus Anilinfarbstoffen. 

Wir haben bisher die Frage, worauf die groBe katalytische Wirksam- 
keit der Haminkohle beruht, offen gelassen. Um sie zu entscheiden, 
haben wir uns zunichst die Aufgabe gestellt, andere Stoffe zu finden, 
die Kohlen von der Wirksamkeit der Hiaiminkohle liefern. Hierbei 
brauchten wir auf die geringe katalytische Wirksamkeit des autoxy- 
dabeln Kohlenstoffs keine Riicksicht zu nehmen, da sie im Vergleich 
zur Wirksamkeit der Haminkohle klein ist. Wirkt doch Haiminkohle 
etwa 30mal stirker als autoxydabler Kohlenstoff, und auf die adsor- 
bierten Leucinmengen umgerechnet, 500mal stirker. So war es nicht 
mehr notwendig, mit Silicat zu verkohlen, sondern die zu priifenden 
Stoffe wurden einfach als solche oder mit etwas Kaliumcarbonat im 
Tiegel gegliiht. 

Unter den Substanzen, die bei diesem Verfahren Kohlen liefern — 
alle fliichtigen Substanzen scheiden natiirlich aus —, sind zwei Klassen 
zu unterscheiden, solche, deren Kohlen stickstoffhaltig sind, und solche, 
deren Kohlen es nicht sind. Nur die ersteren sind katalytisch wirksam. 
Reich an Stickstoff und besonders wirksam sind Kohlen aus gewissen 
Anilinfarbstoffen, wie Indulinen, Safraninen und komplizierteren Azo- 
kérpern. Aus kiuflichen Farbstoffpraparaten hergestellt, sind diese 
Kohlen sogar noch wirksamer als Haminkohle und besitzen wie die 
Haiminkohle die Eigenschaft, durch n/1000 Blausiure inaktiviert zu 
werden. 

Einige Zahlen sind in Tabelle I zusammengestellt. In der ersten 
Spalte steht der Name der Substanz, aus der die Kohle hergestellt 
wurde, in der zweiten der Stickstoffgehalt der Kohle, in der dritten 
der Wirkungsquotient Q, in der letzten Spalte der Eisengehalt der 
Kohien. 








Tabelle I. 
om N.Gehalt der | yy; | Fe-Gehalt der 
Kohle aus } Kohle wed fiber many pee Kohle re 
= Prot, _ Vee Proz. 
SRR ROE ca Pan oe 3.0 | 10 2,5 
Indulin Griibler . . 7,1 | 13,4 0,19 
Safranin _,, Fe oe eee ee 0,13 
Neutralrot ,, a ee ee ae 0,10 
Bismarckbraun Griibler | 10,0 13,8 0,15 


Was den Eisengehalt der Kohlen anbetrifft, so stammt das Eisen 
der Haiminkohle aus dem Himinmolekiil, das Eisen der tibrigen Kohlen 
aus Verunreinigungen der technischen Farbstoffpraparate. Man erkennt 
aus der Tabelle, daB eine Vermehrung des Eisengehaltes von einigen 


1) Q fiir technische Blutkohle ist etwa gleich 1. 
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Zehntel Prozenten auf einige Prozente jedenfalls keine Vermehrung der 
Wirkung bedingt, daB es sich also, wenn tiberhaupt das Eisen fiir die 
Wirkung wesentlich ist, um Mengen handelt, die um 1/,) Proz. oder 
darunter liegen. 

Wiahrend es schwer ist, aus Hamin eisenfreies Himatoporphyrin 
zu gewinnen, ist es verhaltnismaBig leicht, Anilinfarbstoffe herzustellen, 
deren Eisengehalt sehr klein ist. Wir beschrankten uns auf Versuche 
mit Bismarckbraun, dem am leichtesten zugiinglichen Farbstoff der 
Tabelle, und untersuchten, ob Kohle aus Bismarckbraun, wenn man 
von einem reineren Farbstoff ausgeht, weniger wirksam ist als Kohle 
aus technischem Bismarckbraun. 


Belege zu diesem Abschnitt findet man im experimentellen Teil 
unter Ziffer 4. 


X. Aktivierung durch Eisen. 


Um eisenarmes Bismarckbraun herzustellen, fallen wir, wenn die 
Diazotierung des m-Phenylendiamins beendigt ist, den Farbstoff nicht 
nach der technischen Vorschrift mit Natriumchlorid aus, sondern durch 
Einleiten von Salzsiure. Auf diese Weise gewinnen wir Bismarckbraun, 
dessen Eisengehalt von der GréBenordnung */,9),mg pro Gramm ist, 
und daraus Kohlen, deren Eisengehalt von der Gré®enordnung !/,) mg 
pro Gramm ist. Es findet sich, daB diese Kohlen erheblich unwirksamer 
sind als die aus dem technischen Bismarckbraun hergestellten Kohlen 
und, was entscheidend ist, daB wir mit Hilfe von Eisensalz die eisenarmen 
Kohlen aktivieren kinnen. Dazu geniigt es, die Kohle mit wenig Eisen- 
chlorid zu trainken, zu gliihen und mit Salzsiure zu extrahieren. 

Einige Zahlenbeispiele sind in Tabelle Il zusammengestellt. Wir 
erkennen aus ihnen, daf ein Anstieg des Kisengehaltes von der GréBen- 
ordnung 0,01 Proz. auf 0,1 Proz. einen Anstieg der katalytischen Wirkung 
auf das Acht- bis Zehnfache bedingt, wobei die katalytische Wirkung 
langsamer ansteigt als der Eisengehalt. Die Ausschlage sind sehr groB 
und beweisen unwiderleglich, daB Eisen imstande ist, aus wasseriger 
Lésung adsorbierte Aminosiuren katalytisch zu oxydieren. Eine 
graphische Darstellung des wichtigen Aktivierungsversuches findet man 
in Abb. 3 des folgenden Abschnittes. 


Der Vorgang der Aktivierung durch Eisensalz vollzieht sich in 
zwei Phasen. Erhitzt man die Kohle kurze Zeit mit Eisensalz auf 
schwache Rotglut, so ist ein Teil des Eisens so weit séurefest gebunden, 
daB es bei einstiindigem Erwirmen mit n-Salzsiure auf dem Wasser- 
bade nicht extrahierbar ist. Doch geniigt dies nicht, damit das Eisen 
katalytisch wirke. Erst bei weiterem und sehr starkem Gliihen erfolgt 
die Aktivierung des Eisens. 
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Tabelle II. 





Eisengehalt der | Katalytische 


Versuch Kohle Kohle Wirksamkeit 

Proz. Q') 

1 vor Eisenzusatz 0,008 0,8 
nach me 0,25 20 

so 9 vor a 0,009 2,4 
nach ys 0,2 20 

3 || vor a 0,006 19 

nach Re 0,13 | 16,0 


Ist der Eisengehalt der Kohle auf einige Zehntel Prozent gebracht 
worden, so kann durch weiteren Eisenzusatz die Wirkung nicht mehr 
gesteigert werden. Es spielt also die Verdiinnung des Eisens in dem festen 
Kérper eine merkwiirdige Rolle, die an das Verhalten der Schwer- 
metalle in den Lenardschen Phosphoren erinnert?*). 

Stickstofffreie Kohlen kénnen in ahnlicher Weise durch Eisen nicht 
aktiviert werden. Gliht man stickstofffreie Kohlen mit Eisensalz 
und kocht dann mit Salzsiure, so geht das gesamte Eisen aus der Kohle 
wieder heraus, und die geringen Wirkungen, die man erzielt*), wenn 
nach dem Glithen die Kohle mit Salzsiure nicht extrahiert wird, hangen 
wahrscheinlich irgendwie mit der Selbstoxydatioa des reduzierten 
Kisens zusammen. 


Unter diesen Umstiinden liegt der SchluB nahe, das Eisen in den 
stickstoffhaltigen Kohlen sei an den Stickstoff gebunden. Wir wollen 
diesen SchluB ziehen, uns also vorstellen, die katalytisch wirksame 
Kisenverbindung sei eine Verbindung von Eisen, Stickstoff und Kohlen- 
stoff, in der das Eisen an den Stickstoff gekettet ist. — Bemerkens- 
werterweise ist hier das Eisen nicht durch beliebige Schwermetalle 
vertretbar, weder Kupfer, noch Kobalt, noch Mangan vermag stickstoff- 
haltige Kohlen zu aktivieren. 


Kohle aus Bismarckbraun nimmt bei der Adsorptionsprobe etwa 
4 Proz. Leucin aus der Lésung heraus gegeniiber 30 Proz., die technische 
Blutkohle herausnimmt. Dabei ist es gleichgiiltig, ob die Bismarck- 
braunkohle mit Eisen aktiviert ist oder nicht. Auch hier zeigt sich, 


1) Q fiir technische Blutkohle ist etwa gleich 1. 

*) Nach Ph. Ellinger (Hoppe -Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 128, 
246, 1922) iibertragen Lenardsche Phosphore auf Aminosiuren in ahnlicher 
Weise Sauerstoff wie Blutkohle. Es ist uns nicht gelungen, die Hllinger 
schen Beobachtungen zu wiederhoien. Wir méchten deshalb den Wunsch 
aussprechen, daB Ellinger die in der angezogenen Mitteilung veréffent- 
lichten Versuche nachpriift. 

3) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 150, 1921. 
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daB ein Zusammenhang zwischen der Adsorption, die wir messen, 
und der katalytischen Wirkung nicht besteht. 

Mit Eisen aktivierte Bismarckbraunkohle ist katalytisch 20mal 
wirksamer als technische Blutkohle und, auf die adsorbierten Leucin- 
mengen umgerechnet, 160mal wirksamer. 

Belege zu diesem Abschnitt findet man im experimentellen Teil 
unter Ziffer 5. 


XI. Hemmung der Eisenkatalyse durch Blausiure. 

Die Wirkung der durch Eisen aktivierten Kohle denken wir uns 
aus zwei Teilwirkungen zusammengesetzt: aus der Zunahme der 
Wirkung, die das Eisen hervorbringt, und aus dem Rest, der Wirkung 
der nicht aktivierten Kohle. Ist auch der Rest eine Eisenkatalyse — 
was wahrscheinlich ist —, so ist unsere Trennung unberechtigt. Doch 
kommt es uns hier darauf an, 
einen Vorgang naher zu unter- 
suchen, der ganz unzweifelhaft 
eine Eisenkatalyse ist, und als 
solchen trennen wir die Zunahme 
der Wirkung, die beim Gliihen 
mit Eisen erfolgt, von der schon 
vorher vorhandenen Wirkung ab. 
Wird diese Zunahme durch kleine 
Konzentrationen von Blausaure 
gehemmt ? 

In Abb. 3 sehen wir einen 
Versuch graphisch dargestellt. 
Als Abszissen sind die Versuchs- 
zeiten ¢ aufgetragen, als Ordi- 2 Fe: 
naten die zur Zeit ¢ auf Leucin 
tibertragenen Sauerstoffmengen. —>Zeit (Minuten) 
Kurve I zeigt die Sauerstoffiiber- Abb. 3, Je 20mg Kohle + 10 com Lésung. 
tregung durch nicht aktivierte : Kl nicht sktve, i ines a0 Leucinlooug 
Kohle, Kurve II die Sauerstoff- lésung. Il: Koble, mit Eisen aktiviert, in n/20 
tibertragung nach der Aktivie- Leucins, n/1000 Blausaurelésung. 
rung, Kurve III die Sauerstoffiibertragung durch aktivierte Kohle, 
wenn die Lésung neben 1/,, Mol Leucin 4/1999 Mol Blausdure enthilt. 
Wir erkennen, dag die ganze Wirkung des Eisens unter dem Einflup der 
Blausiéure verschwindet. Dieser Versuch bildet den SchluB der ganzen 
Untersuchung, er beweist, da8 die Wirkung der Blausiiure eine Wirkung 
auf das Eisen der Kohle ist. 

Belege zu diesem Abschnitt findet man im experimentellen Teil 
unter Ziffer 5. 
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XII. Reaktionsfahigkeit des Eisens. 

Wir betrachten wiederum nur die Zunahme der Wirkung, die bei 
der Aktivierung durch Eisen eintritt, reduzieren diese Zunahme auf 
die Gewichtseinheit zugesetzten Eisens und erhalten so ein MaB fiir 
die Reaktionsfahigkeit des an die Kohle gebundenen Eisens. Aus 
Versuch 3 der Tabelle II ergibt sich, daB 1 mg Eisen, der Kohle zugesetzt, 
pro Stunde 11000 cmm Sauerstoff auf Leucin tibertragt oder 1 Atom 
Eisen pro Stunde 27 Mol. Sauerstoff. Nehmen wir an, da8 der Primir- 
vorgang in der Reaktion e*nes Atoms Eisen mit einem Molekil Sauer- 
stoff besteht, so reagiert in etwa 2 Minuten jedes Eisenatom einmal 
mit Sauerstoff. Es sei erwihnt, daB Eisen in der komplexen Cystein- 
verbindung noch erheblich reaktionsfahiger ist!), indem hier, wenn 
wir dieselbe Annahme iiber den Primarvorgang machen, jedes Eisen- 
atom in 12 Sekunden einmal mit Sauerstoff reagiert. 

Unsere Rechnung ergibt nur einen Minimalwert fiir die Reaktions- 
fihigkeit des an Kohle gebundenen Eisens, denn sie beruht auf der 
Voraussetzung, das bei der Aktivierung gebundene Eisen werde beim 
Gliihen quantitativ in die katalytisch wirksame Form iibergefihrt. 
Gerade dies aber ist wenig wahrscheinlich, vielmehr vermuten wir, 
daB sich beim Glithen ein Gleichgewicht zwischen wirksamer und un- 
wirksamer Form einstellt, und daB die Menge an wirksamem Eisen 
im Vergleich zur Gesamtmenge des Eisens immer klein ist. 


XIII. Bau der technischen Blutkohle. 

Nach dem, was wir in den vorhergehenden Abschnitten erfahren 
haben, ist es nunmehr leicht, sich ein Bild von der Entstehung und 
dem Bau der technischen Blutkohle, soweit er fiir uns von Interesse 
ist, zu machen. 

Der Katalysator der Blutkohle ist Eisen, gebunden an Stickstoff, 
wobei es nicht notwendig ist, daB der gesamte eisenbindende Stickstoff 
aus dem Haimin stammt. An dem Beispiel der aus Anilinfarbstoffen 
hergestellten Kohlen haben wir gesehen, daB Stickstoff verschiedener 
Herkunft imstande ist, Eisen in eine katalytisch wirksame Form iiber- 
zufiihren. 

Die Grundsubstanz der Blutkohle ist Kohlenstoff, durch Behandlung 
mit Kieselsiure katalytisch unwirksam gemacht. 

Vor der inaktivierenden Wirkung der Kieselsiure bleibt die kata- 
lytisch wirksame Eisenverbindung verschont. Daf dies so ist, beweist 
das Verhalten der Haiminkohle, die durch Kieselsiure nicht inaktiviert 
werden kann. Warum es so ist, bleibe dahingestellt. 


1)0. Warburg und Seishi Sakuma, Arch. f. d. ges. Physiol. 200, 203, 1923; 
diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 

















oe = ae © 


Tr ao 


Sp AO OOo 


o,7% © @& ft oo 2& me 











5 te Steamist Her 





Aktivierung stickstoffhaltiger Kohlen durch Eisen. 473 


XIV. Experimenteller Teil. 


Zur Messung des Sauerstoffverbrauchs benutzen wir GefaBe, wie 
sie in dieser Zeitschrift 142, 70, abgebildet sind. Das Volumen der 
GefaBe ist 30ccm. Je 10 ccm Kohlesuspension werden in den Haupt- 
raum, 1 cem 5proz. Kalilauge in den Kinsatz eingefillt. Der Gasraum 
enthalt atmospharische Luft. Die GefaSkonstante fiir Sauerstoff ist 
ungefihr 2, was bedeutet, daB eine Druckinderung von 1 mm einen 
Sauerstoffverbrauch von 2cmm anzeigt. 

Neben einem mit Wasser beschickten GefiB — dem Thermo- 
barometer — wird immer ein mit Kohle und Wasser beschicktes GefaiB 
eingehingt, das ebensoviel Kohle enthalt wie die VersuchsgefiaBe. 
Dieses GefaiB ergibt die ,,Selbstoxydation’“ der Kohle, eine GréBe, die 
von dem Sauerstoffverbrauch der leucinhaltigen Kohlesuspensionen 
abzuzichen ist. 

Die Selbstoxydation einer sachgem&B hergestellten Kohle aus 
Haimin oder aus Anilinfarbstoffen ist im Vergleich zur Sauerstoff- 
iibertragung zu vernachlassigen. Denn 1 mg Kohle, in Wasser suspen- 
diert, verbraucht pro Stunde etwa 0,5cmm Sauerstoff, wahrend die 
gleiche Kohlemenge in der gleichen Zeit 10 bis 20cmm Sauerstoff 
auf Leucin iibertrigt. Es sind deshalb in den Protokollen die Selbst- 
oxydationen, die sich auf diese Kohlen beziehen, nicht gesondert an- 
gefiihrt, sondern die verbrauchten Sauerstoffmengen immer abziiglich 
der Selbstoxydation angegeben. 

Bei Versuchen mit technischer Blutkohle und mit ,,kiinstlicher“ 
Blutkohle dagegen — also den katalytisch weniger wirksamen Kohlen — 
ist die Selbstoxydation gesondert angefiihrt. 


1. Silicatzuckerkohle. 


Darstellung: 100g Rohrzucker, mit 15g Kaliumcarbonat und 
15g Kaliumsilicat fein zerrieben, werden in einen gliihenden Tiegel 
in kleinen Portionen eingetragen, wobei man jedesmal wartet, bis die 
Entwicklung der Dampfe beendigt ist. Dann wird 40 Minuten lang 
bei bedecktem Tiegel auf Rotglut erhitzt, nach dem Erkalten mit 
verdiinnter heiBer Salzsiure gekocht, filtriert und mit heiBem Wasser 
siurefrei gewaschen. Ausbeute 12 bis 16 g. 

Adsorption der Silicatzuckerkohle: 0,6 g Kohle werden mit 30 ccm 
n/20 Leucinlésung geschiittelt. Nach 5 Minuten wird filtriert und im 
Filtrat das Leucin nach Sérensen titriert. 

20 ccm Leucinlésung vor dem Schiitteln mit Kohle 5,07 cem n/5 NaOH 
20 cem Kohlefiltrat ........-.-. 4,24 ,, n/5 “i 

Durch die Kohle herausgenommen 0,83cem n/5 NaOH oder 

16 Proz. des Leucins. 
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38°. Gasraum Luft. Sauerstoffiibertragung : Es 
; : wird also in der Leucinlésung 

‘ 200 mg Kohle, 200 mg Kohle, . . 
Zeit 10ccm Wasser 10ccm n[20 Leucin nicht mehr Sauerstoff verbraucht 





emm O2 emm Oz als in Wasser, d. h. kein Sauer- 
15 Min. 7 6 stoff auf Leucin itbertragen. 
= ” - | = Dabei ist die ,,Selbstoxydation‘‘ 
60 ° 28 | 28 der Kohle gering, namlich pro 


Milligramm Kohle und Stunde 
0,14cmm, wiahrend die Selbstoxydation der ohne Silicat hergestellten 
Kohle!) pro Milligramm Kohle und Stunde 0,5 cmm Sauerstoff betrigt. 


2. Aktivierung durch Hdmin. 

Die Darstellung der Himin-Silicat-Zuckerkohle geschieht wie die 
der Silicatzuckerkohle, mit dem Unterschied, daB dem Gemisch von 
Rohrzucker, Kaliumsilicat und Kaliumcarbonat vor dem Zerreiben 
Himin zugesetzt wird. 

Aktiviert wurde mit zwei verschiedenen Mengen Hamin, namlich 
mit 0,2 g Hamin auf 100g Rohrzucker und mit 2g Hamin auf 100g 
Rohrzucker. 

Sauerstoffiibertragung durch die aktivierten Kohlen: 


a) Kohle aus 100g Rohrzucker + 0,2 g Hamin. 38.° Gasraum Luft. 





1. 2. | eae ‘. 
nit . , 200 mg Kohle, 
Zeit 200 Kohle, 200 Kohle, 200 mg Kohle, : 
™ 10 a Waeue 10 ccm n {1000 Blausiure 10 com ni20 Tome — oD Leace 
on oS we Cees NS 
15 Min. 11 16 42 (31) 23. =«(7) 
20 xs 26 31 88 (62) 45 (14) 
45 , 37 46 134 (97) 68 (22) 
60 , 49 62 184 (135) 91 (29) 


In der Tabelle sind die nicht eingeklammerten Zahlen die direkt 
beobachteten Sauerstoffabsorptionen. Die eingeklammerten Zahlen 
sind die mit Hilfe der Spalten 1 und 2 korrigierten Werte und bedeuten 
die Sauerstoffiibertragung auf Leucin. 





135 
Der Wirkungsquotient?) in der reinen Leucinlésung ist 50 = 0,68, 
29 ee 
in der blausiurehaltigen Leucinlésung mo 0,15. Die Hemmung 
0,68 — 0,15 
durch n/1000 Blausiure ist also — 068 ” = 78 Proz. 


1) O. Warburg, Uber die antikatalytische Wirkung der Blausaure, 
diese Zeitschr. 186, 266, 1923. 
2) Der Wirkungsquotient fiir Mercksche Blutkohle ist etwa 1,0. 
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b) Kohle aus 100g Rohrzucker + 2g Himin. 38°. Gasraum Luft. 





1. eet, 3 | ca te 4. 
Zeit | 200mg Koble,| 200mg Kobl 200mg Keble, | ,, 200mg Koble, 

5 | 10 cant one. | | 10 ccm ome Blausiure 10 200m Kehle 10 eae toe 
____|_ emo, | __ammo, | _ am, _| __ nm, 
15Min. || 14 9 | 77 (63) | 2 (15) 
30, 24 18 168 (144) | 48 (30) 

45 , 34 29 309 (275) | 77 (48) 
60, 44 | 38 439 (395) | 102 (58) 
Der Wirkungsquotient in der reinen Leucinlésung ist 200 > 1,98, 
, lie 58 ; 
in der blausiurehaltigen Leucinlésung a 0,29. Die Hemmung 
s - 1,98 — 0,29 : 
durch n/1000 Blausiure betragt also - <= * 86 Proz. 


3. Darstellung und Eigenschaften der Haminkohle. 


Hémin gewinnen wir nach Willstdtter und Fischer!). Rinderblut- 
zellen werden durch Waschen mit 0,9proz. Kochsalzlésung von Serum 
befreit. 700 ccm der méglichst konzentrierten Zellsuspension, die mit 
Luft bis zur Sattigung geschiittelt worden ist, flieBen im Laufe von 
30 Minuten in 2 Liter siedenden Eisessig, der etwa 10g Kochsalz 
gelést enthalt. Dann wird noch 10 Minuten zum Sieden erhitzt, im 
Laufe von 15 Minuten 1 Liter Wasser zugegeben und einen Tag stehen- 
gelassen. Von den Haminkristallen gieBt man ab, wiascht auf der 
Nutsche zuerst mit 50proz. Essigsiure, dann mit Wasser und trocknet. 

Zur Darstellung der Kohle tragen wir 2 g Himin in kleinen Portionen 
in einen glihenden Porzellantiegel ein. Wir lassen die entweichenden 
Dampfe sich entziinden und warten mit weiterem Zusatz von Hamin 
jedesmal so lange, bis keine Dimpfe mehr entweichen. Ist alles Himin 
eingetragen, so glithen wir 30 Minuten in bedecktem Tiegel in der 
Flamme eines starken Teclubrenners, die den Tiegel von allen Seiten 
umgibt, extrahieren dann eine halbe Stunde mit n-Salzsiure auf dem 
Wasserbade und gliithen nochmals eine Stunde in der Flamme des 
Teclubrenners. Der Tiegel soll dabei hell rotgliihend werden, auf 
seinem Boden soll die Kohle in einer Héhe von wenigen Millimetern 
ausgebreitet sein. 

Die Ausbeute an Kohle bei diesem Verfahren betrigt 0,65 g oder 
33 Proz. des Hamingewichtes. 

Zur Bestimmung des Hisens*) in der Himinkohle gliihen wir etwa 
200 mg im offenen Porzellantiegel, nehmen den rotbraunen Riickstand 


1) Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 458, 1913. 
2) Vgl. Treadwell, Quantitative Analyse. 
Biochemische Zeitschrift Band 145. 31 
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mit konzentrierter eisenfreier Salzsiure unter Zusatz einiger Kristalle 
Kaliumchlorat auf, verdampfen zur Trockne, bringen den Riickstand 
mit verdiinnter Salzsiure auf ein Volumen von 25 ccm, tragen 0,5 g 
Kaliumjodid ein, lassen im Dunkeln 20 Minuten stehen und titrieren 
das ausgeschiedene Jod mit n/10 Thiosulfat, das aus einer in 1/59 com 
geteilten Biirette zuflieBt. 1 ccm n/10 Thiosulfat = 5,6 mg Eisen. 

Man findet so einen Eisengehalt von einigen Prozenten. Stick- 
stoff bestimmen wir nach Dumas, wobei die Kohle sehr schwer, 
erst bei WeiBglut, verbrennt. Beispielsweise wurden folgende Werte 
erhalten: aus 0,2273g Kohle 5,9ccm Stickstoff (18° 759mm iiber 
33 Proz. KOH) oder 3 Proz. Stickstoff. 

Adsorption des Leucins durch Héminkohle. 30 ccm etwa n/20 Leucin 
werden mit 0,6g Haminkohle geschiittelt. Titration nach Sdrensens 
Formolmethode. 

20cem Lésung vor Zusatz der Kohle 5,10n/5 NaOH 
20 cem des Kohlefiltrats ..... 5,03n/5_ ,, 
Aus der Lésung herausgenommen 0,07 cem n/5 NaOH = 1,4 Proz. 


Sauerstoffiibertragung durch Hdadminkohle : 
38°. Gasraum Luft. 





20 mg Kohle, 





| 20 mg Kohle, =. 
Zeit | 10 com. "120. Leon | 10 corood Ht vem. 
cam QO, emm Op, 
20 Min. | 54 | 6,4 
a 107 12.8 
eu a 159 | 20,0 


n 
Wirkungsquotient Q in reiner Leucinlésung = : 8,0. 


Wirkungsquotient Q in blausiurehaltiger Leucinlésung ( me ): 1,0. 
159 — 20 mg x Std. 
Hemmung durch Blausiure — 86 Proz. 

UnregelmaBigkeiten. Im allgemeinen lag der Wirkungsquotient Q 
der Himinkohlen zwischen 7 und 10. Doch sind im Laufe der Arbeit 
zwei UnregelmaBigkeiten vorgekommen, die hier mitgeteilt seien. Eine 
Kohle, die nach dem zweiten Glithen noch 4 Stunden lang auf dem 
Wasserbade mit n-Salzsiure extrahiert worden war, gab den niedrigen 
Wirkungsquotienten von 1. Die Stickstoffbestimmung nach Dumas 
zeigte, daB der Gehalt an Stickstoff auffallend niedrig war, naimlich 
nur 0,65 Proz. Es scheint also, daB langes Extrahieren mit Salzsiure 
schadlich ist. — Eine Kohle, fiir die im Juli Q gleich 8 gefunden war, 
erwies sich nach 3 Monaten als katalytisch unwirksam, konnte jedoch 
durch einstiindiges Gliihen wieder bis zu dem Werte 8 aktiviert werden. 
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4. Darstellung und Eigenschaften der Kohlen aus Anilinfarbstoffen. 

Die verwendeten Farbstoffe waren von Griibler bezogene Priparate, 
das Indulin ,,wasserlésliches“ Indulin. Bekanntlich sind die kauflichen My 
Farbstoffe mit groBen Mengen Salz, meist Kochsalz, vermengt. Es 7 
scheint, daB ein gewisser Salzgehalt — an Kaliumchlorid oder Natrium- > 
chlorid oder Kaliumcarbonat — nicht nur nicht schadet, sondern die Wi 
Entstehung einer wirksamen Kohle sogar begiinstigt. i" 

Die Darstellung der Kohlen geschah nach der fir Haminkohle 
gegebenen Vorschrift mit dem Unterschied, daB nach dem zweiten 
Glihen nochmals eine halbe Stunde mit n-Salzsiure auf dem Wasser- a 
bade extrahiert wurde. } 

Den Eisengehalt der Kohlen bestimmten wir kolorimetrisch nach 
Lachs und Friedenthal'), den Stickstoffgehalt nach Dumas. Die 
Kohlen verbrennen sehr schwer. 

In der folgenden Tabelle findet man einige Angaben iiber die 4 
chemische Zusammensetzung derartiger Kohlen, so weit sie fiir uns von 
Interesse ist, sowie tiber ihren Sauerstoffverbrauch in n/20 Leucinlésung, 
fiir zwei Kohlen, die Indulin- und die Safraninkohle, auBerdem eine 
Messung des Sauerstoffverbrauchs in blausiurehaltiger Leucinlésung. 


38°, Geereum Luft. 
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Kohle aus | Leucinlésung saurehaltiger Leucinlésung | durch 
Mave so _|___cmm O» __emm O, Blausaure 
—<—=- hs 
Indulin ; 
Fe: 0,19 Proz. 30mg Kohle, 0s ote. ss | 
N: 0,0863g gaben |10ccm n/20 Leucin! 1000 Bil : 91P ay 
5,3cemN bei 17° u.| in 20’: 134. | 0/1000 lausiure rou. | 
755mm Hg Q = 13,4 | "Q ae Sons a 
= 17,1 Proz. fe i i 
Safranin | ie a | 
Fe: 0,13 Proz. 30mg Kohle, | 20mg Kohl 
N: 0,1479g gaben 10ccmn/20 Leucin = 1 — 86P f 
1S.0sen 5 bel: 17) | .:in: a0: 188, | EY eae | OF Troe. 
und 762mm Hg Q = 18,2 "Q xt i 
= 10,2 Proz. se A 
Neutralrot c { 
Fe: 0,1 Proz. 20mg Kohle, i 
N: 0,0521g gaben 10cemn/20 Leucin . . : 
4,6cem N bei 17° ak. oe a 4 
und 757mm Hg Q = 13,6 
= 10,2 Proz. 4 
Bismarckbraun | i 
Fe: 0,15 Proz. 30mg Kohle, | 
N: 0,1003g gaben 10cemn/20Leucin _. : : 
8,6ccm N bei 15° | in 20’: 138, | Richt bestimmt an 
und 755mm Hg Q = 13,8 | | it 
= 10,0 Proz. | 





1) Lachs und Friedenthal, diese Zeitschr. $82, 130, 1911. 
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5. Aktivierung der Bismarckbraunkohle durch Eisen. 

Darstellung des Farbstoffes: 30 g Meta-Phenylendiamin werden mit 
390 ccm n-Salzsiure und Wasser auf 1 Liter gebracht. Unter Kiihlung 
mit Eis tropft man eine Lésung von 12,8g Natriumnitrit in 100 ccm 
Wasser hinzu, erhitzt nach beendigter Diazotierung kurze Zeit auf 
dem Wasserbade, kiihlt mit Eis und leitet Salzsiuregas ein, bis iiber 
dem entstandenen braunen Niederschlag eine hellgelbe Lésung steht. 
Man saugt auf der Nutsche ab, wischt mit verdiinnter eisenfreier 
Salzsiure nach und trocknet zunichst tiber Kaliumhydroxyd im 
Vakuumexsikkator, spiter bei 120°, bis kein Geruch nach Salzsaure 
mehr wahrnehmbar ist. Ausbeute etwa 30g. 

Darstellung der Kohle. Wir verreiben 2g des Farbstoffes mit 
0,5g Kaliumchlorid oder Kaliumcarbonat, tragen das Gemisch in 
kleinen Portionen in einen gliihenden Porzellantiegel ein, wobei die 
entweichenden Dampfe sich entziinden, glithen dann bei bedecktem 
Tiegel eine halbe Stunde, lassen abkiihlen, extrahieren 30 Minuten mit 
n-Salzsiure auf dem Wasserbade und waschen mit heiBem Wasser 
nach, bis die saure Reaktion verschwunden ist. Ausbeute 30 Proz. 
vom Gewicht des Farbstoffes. 

Aktivierung der Kohle. Wir tranken 300mg Kohle mit 1 ccm 
einer Eisenchloridlésung, die 1 mg Eisen im Kubinzentimeter enthalt, 
trocknen den gut verriihrten Kohlebrei auf dem Wasserbade, gliihen 
eine Stunde in einem kleinen bedeckten Porzellantiegel, der in die 
Flamme eines starken Teclubrenners versenkt ist, extrahieren auf 
dem Wasserbade eine Stunde lang mit n-Salzsiiure und waschen mit 
heiBem Wasser séurefrei. Beim Extrahieren mit Salzsiure geht ein 
Teil des Eisens aus der Kohle wieder heraus, die Halfte bis zwei Drittel 
des EHisens bleibt in der Kohle zuriick, die nach der beschriebenen Be- 
handlung 114 bis 24% mg Eisen pro Gramm enthilt. 

Zur Kontrolle behandeln wir 300 mg desselben Kohlepraparates 
in der gleichen Weise mit dem Unterschiede, daB wir nicht mit Eisen 
trinken. Die Kontrollkohle ist also ebenso lange und ebenso stark 
gegliiht und ebenso mit Salzsiure und Wasser gewaschen, wie die mit 
Eisenchlorid getrankte Kohle. Da® der Effekt der Eisenbehandlung 
durch das Eisen und nicht etwa durch das Chlor des Eisenchlorids 
hervorgebracht wird, beweist die Tatsache, daB Kupfer- oder Kobalt- 
oder Manganchlorid ohne Wirkung sind, wenn wir sie in gleicher Weise 
mit Kohle in Reaktion treten lassen. 

Wir haben sechs Versuche mit sechs verschiedenen, aus Bismarck- 
braun hergestellten Kohlen gemacht und immer einen groBen Anstieg 
der katalytischen Wirkung gefunden, nimlich, nach Ausweis der folgen- 
den Tabelle, einen Anstieg auf das 20fache (Versuch 1), auf das 8fache 
(Versuch 2), auf das 11fache (Versuch 3), auf das 10fache (Versuch 4), 
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auf das 8fache (Versuch 5) und auf das 8fache (Versuch 6). Versuch 6 


ist der in Abb. 3, Abschnitt XI, graphisch dargestellte. 


38°, 


Gasraum Luft. 





Fe-Gehalt 


Versuch 


1 | 0,008 Proz. 


Kohle ohne Eisenzusatz 


Sauerstoffverbrauch 
in n/20 Leucinlésung 


30 mg Kohle, 
10 cem Lésung 
10’: 4,8 cmm 
20’: 8,0 
20mg Kohle 
10 cem Lésung 
10’: 3,2cmm 
20’: 6,4 

30°; 11,2, 
20 mg Kohle, 
10 cem Lésung 


| 10’: 4,0emm 
| ae: a8. 


30144, 


” 


| 30’: 9,6 | 
| 20mg Kohle, 


5 0,009 Proz. 


20’: 16,0 


10cem Lésung 
10’: 8,0cmm 


” 





| 20mg Kohle, 


6 0,006 Proz. 


10 cem Lésung 
10’: 6,9emm 
20’:11,2 , 
oo 19,2 . 


Fe-Gehalt 


0,25 Proz. 


0,25 Proz. 


| 20mg Kohle, 

| 10 ccm Lésung 
| 10’: 3,2cmm 
| 20’: 6,4 


0,25 Proz. 


0,13 Proz. 


| 
| 
| 
| 


Kohle mit Eisenzusatz 


Sauerstoffverbrauch 


in n/20 Leucinlésung 


30mg Kohle, 
10 cem Lésung 
10’: 104cmm 
20’: 196 , 

20mg Kohle, 
10 cem Lésung 
10’: 27,2 comm 
20: 87,5 . 

30’: 88,0 , 

20mg Kohle, 
10 cem Lésung 
10’: 51,0cemm 
20’: 102,0 
30’: 150,4 


” 


” 


20mg Kohle, 
10 ccm Lésung 
10’: 33,6 cmm 
20’: 67,2 , 
30°: 97,6 , 
20mg Kohle, 
10 ccm Lésung 
10’; 69emm 
20’: 130, 


; 20 mg Kohle, 


10 cem Lésung 
10’: 48cmm 
20’: 105 
30’: 161 


Sauerstoffverbrauch 
in n[20 Leucin, n{1000 
Blausaurelésung 


20mg Kohle, 
10 cem Lésung 
10’: 4,1 emm 
a: 68 
30’: 8,8 , 
d.i. 94 Proz. 


Hemmung 


20mg Kohle, 

10 cem Lésung 

10’: 3,2cmm 

20’: 5,6 , 

d. i. 96 Proz. 
Hemmung 


20mg Kohle, | 


10 cem Lésung 
10’: 3,3 emm 
30°: $5... 
30°. 13,9 , 
d.i. 92 Proz. 
Hemmung 


In drei Versuchen wurde der Eisengehalt der nicht aktivierten 
Kohle bestimmt und von der GréBenordnung (vgl. Tabelle) 0,01 Proz. 


gefunden. 


In vier Versuchen wurde der Eisengehalt der aktivierten 


Kohle bestimmt und zu (vgl. Tabelle) 0,13 bis 0,25 Proz. gefunden. 

In drei Versuchen wurde die Wirkung der n/1000 Blausaure (Ver- 
suche 3, 5 und 6 der Tabelle) auf die katalytische Wirkung der akti- 
vierten Kohle quantitativ verfolgt und eine Hemmung von 94 Proz. 
(Versuch 3), von 96 Proz. (Versuch 5) und von 92 Proz. (Versuch 6) 
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gefunden. Versuch 6 ist der in Abb. 3, Abschnitt XI, graphisch dar- 
gestellte. 
Adsorption des Leucins durch aktivierte und nicht aktivierte Kohle. 
Nicht aktivierte Kohle, Eisengehalt 0,006 Proz. 0,3 g Kohle mit 
15cem n/20 Leucinlésung geschiittelt, filtriert und nach Sérensen 
titriert. 
10 cem Leucinlésung vor dem Schiitteln mit Kohle 2,97 com n/5 NaOH 
10 cem Kohlefiltrat .... 6 ies k: See Une Se a 
Aus der Lésung Soiaiiammieass 0, 12 com n/5 NaOH oder 4 Proz. 
Aktivierte Kohle, Eisengehalt 0,25 Proz. 0,3 g Kohle mit 15 ccm 
n/20 Leucinlésung geschiittelt, filtriert und nach Sdérensen titriert. 
10 cem Leucinlésung vor dem Schiitteln mit Kohle 2,97 ccm n/5 NaOH 
10 ccm Kohlefiltrat ... . Sree ere a 
Aus der Lésung herausgenommen 0, 12 ecm n/5 NaOH oder 4 Proz. 























Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu6 der Zellsalze 
auf den intermediiren Stoffwechsel der organischen Substanz. 


Von 
Kenji Tadenuma (Tokio). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Januar 1924.) 


In drei kiirzlich aus dem hiesigen Laboratorium erschienenen 
Arbeiten ist der Einflu8 der Zellsalze auf Vorginge in der organischen 
Korpersubstanz untersucht worden. Meine vorliegende Studie kniipft 
daran an. Der leitende Gedanke bei diesen Arbeiten war folgender: 
Uber die Wirkung der Zellsalze, also vor allem des Kaliums, Phosphors, 
Eisens, Jods einschlieBlich des in weiterem Sinne ebenfalls ihnen zu- 
gehorigen Calciums und Magnesiums auf den Stoffwechsel und die 
formativen Leistungen der organischen Kérpersubstanz bei Gegenwart 
einer hinreichenden Vitaminmenge war bisher so gut wie nichts bekannt, 
da alle friiheren Untersuchungen iiber den Einflu8 mehr oder weniger 
salzarmer Ernihrung ohne Riicksicht auf das Vitaminproblem angestellt 
worden waren. Da nun gewisse theoretische Erwigungen dafiir sprachen, 
daB zwischen der Vitamin- und Zellsalzwirkung auf die organische 
K6rpersubstanz mancherlei Ahnlichkeit bestehen kénnte, war es ge- 
boten, die Frage der Salzwirkung auf die Umsetzungen der organischen 
Substanz an Tieren zu untersuchen, die gleichzeitig mit der Nahrung 
geniigende Vitaminmengen erhielten. 

In den ersten der oben erwihnten Arbeiten hat Jamasaki(1) den 
Einflu8 der Zellsalze auf die Entwicklung von Spermatozoen und Eiern 
bei Mausen derart untersucht, daB er den Tieren an Stelle der Zellsalze, 
die die Kontrolltiere neben dem Kochsalz erhielten, eine entsprechende 
Kochsalzzulage gab zu derjenigen Kochsalzmenge, die sie wie die ersteren 
Tiere an sich schon mit dem Futter erhielten. Es war natiirlich das Futter 
beider Tiergruppen im iibrigen genau das gleiche. Das Ergebnis war, daB 
die mannlichen zellsalzfrei ernahrten Tiere eine deutliche Abnahme der 
Spermatozoen in den Hoden, degenerative Verainderungen an den Zellen 


und auch Riesenzellenbildungen erkennen lieBen, und daB die ebenso 
ernahrten weiblichen Tiere eine auffallige groBe Zahl atrophischer Follikel 
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in den Ovarien zeigten, alles natiirlich im Vergleich zu den zellsalzreich 
ernihrten Kontrolltieren. 

In der zweiten der genannten Arbeiten studierte Hirabayashi (2) 
unter Vermeidung einer Uberdosierung mit Kochsalz den Einflu8 des 
Mangels einzelner Salze einschlieBlich des Kochsalzes auf das morpho- 
logische Verhalten der Hoden bei Mausen und fand Aahnliche Ver- 
anderungen in mehr oder minder ausgesprochenem Ma8e. Magnesium 
oder Phosphor oder Kalkmangel in der Nahrung erwiesen sich als 
besonders st6érend. Wir sehen also, daB die Salze eine Rolle bei der 
Zellneubildung spielen, die gerade an Zellen gezeigt werden konnte, bei 
denen die Neubildung in raschem Tempo verliauft. Zellsalzmangel wirkt auf 
die Spermatozoenbildung — das geht auch aus der Arbeit von Jamasaki (1) 
hervor — ganz ahnlich wie vollstandige Nahrungskarenz, nur mit dem Unter- 
schiede, daB im letzteren Falle Riesenzellenbildung niemals nachweisbar war. 

Die dritte der eingangs erwaihnten Arbeiten, namlich diejenige von 
Asada (3), beschaftigt sich mit dem Eiwei8stoffwechsel und dem Gaswechsel. 
Bei einem Stoffwechselversuche am Hunde fand Asada, daB nach einer 
sehr iangen zellsalzfreien Periode, in der der Koérper an Zellsalz verarmt 
war, die Zulage aller Zellsalze die entstandenen Stérungen der Oxy- 
dationsverminderung und des N-Zerfalls kompensierte. Auch eine Ab- 
nahme des K®orpergewichtes beobachtete Asada in den zellsalzfreien 
Perioden. Indessen ist darauf kein allzu groBes Gewicht zu _ legen, 
weil mit dem Wechsel der Salzzufuhr sich leicht Veraénderungen im 
Wassergehalt des K6rpers einstellten. In seinem Versuche verglich Asada 
bei demselben Tiere und gleicher salzarmer Nahrung Perioden, in denen 
das Tier 3 g Zellsalz + 3g Kochsalz als Zulage zu dieser Nahrung erhielt, 
mit Perioden, in denen es nur 3g Kochsalz bekam. Asada hat also 
bei seinem Versuch nicht wie Jamasaki das Zellsalz bei der zellsalzfreien 
Nahrung dem Gewichte nach durch eine entsprechende Kochsalzzulage 
ersetzt, und zwar um eine Kochsalzdiurese zu vermeiden, die den Versuch 
hatte stérend beeinflussen kénnen‘). 

Aus den Versuchen von Hirabayashi ergibt sich, daB bei dem Jamasaki- 
schen Versuch, die Stérung, die die zellsalzfrei ernahrten Tiere zeigten, 
nicht auf dem Plus an Kochsalz beruhte, das sie im Vergleich zu den mit 
Zellsalz ernihrten Tieren bekamen, sondern auf dem Mangel bestimmter Salze. 


Bei meinen Versuchen gab ich — die Einzelheiten der Versuchs- 
anordnung werden spiter besprochen — den Tieren von der 16,66 Proz. 
NaCl enthaltenden Zellsalz-Kochsalzmischung entweder etwa 0,9 g pro 
Kilogramm K6rpergewicht, also darin etwa 0,15 bis 0,2g NaCl pro 
Kilogramm Kérpergewicht, oder aber etwa 0,13 g Zellsalz-Kochsalz- 
mischung pro Kilogramm Ké6rpergewicht und darin also etwa 0,02 
bis 0,03 g NaCl pro Kilogramm Kérpergewicht. 


1) Weitere Versuche zeigten, da8 die Wirkung der Zellsalzzulage auf 
den N-Umsatz nur dann an der Gesamtbilanz zum Ausdruck kommt, 
wenn der Kérper vorher an Zellsalzen verarmt war. Ist das nicht der 
Fall, und J4Bt man bei gleichbleibender NaCl-Gabe die Zellsalze einfach 
fort, so andert sich bei kurzfristigen Versuchen nichts in der N-Bilanz 
andert man aber gleichzeitig die Na Cl-Zulage zur Nahrung, so wird die 
N-Bilanz und das Kérpergewicht durch die NaCl-Gabe bestimmt. 
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Wurde die ganze Zellsalz-Kochsalzmischung durch Kochsalz 
ersetzt, so erhielten meine Hunde im ersten Falle etwa 0,78 bis 1,17 g 
Kochsalz, im zweiten Falle etwa 0,13 bis 0,18g Kochsalz pro Kilogramm 
Korpergewicht. Bei den groBen Salzgaben erhielten also die Tiere in 
der Zellsalzperiode etwa 0,17 g NaCl, in der zellsalzfreien Periode da- 
gegen etwa 0,97 g NaCl pro Kilogramm Ké6rpergewicht. Bei den kleinen 
Salzgaben bekamen die Tiere in der Zellsalzperiode héchstens 0,03 g NaCl, 
in der zellsalzfreien Periode aber etwa 0,15 g NaCl pro Kilogramm Kérper- 
gewicht. LEinerlei, ob ich die Kochsalzgabe unter Fortlassung der 
Zellsalzgabe von 0,17 g auf 0,94g oder aber von 0,03g auf 0,15 g pro 
Kilogramm Ko6rpergewicht erhékte, d. h. einerlei, ob ich sie verfiinf- 
fachte oder versechsfachte in der zellsalzfreien Periode, immer traten 
dieselben Verainderungen bei den Tieren auf. 

Nun wissen wir aus den Arbeiten von Straub (4), Gruber (5), Belli (6) 
und anderen, da Kochsalzmengen von etwa 0,6 bis 1,1 g pro Kilogramm 
Korpergewicht zu einer Erhdhung des N-Umsatzes fiihren. Kleinere Koch- 
salzmengen, wie sie mit der taglichen mundgerecht gesalzenen Nahrung 
eingenommen werden, wirken im Gegensatz hierzu N-sparend; noch kleinere 
Mengen wirken wieder den N-Umsatz férdernd. Es hatte also bei meinen 
Versuchen in den Fallen, in denen ich 0,9 g NaCl pro Kilogramm Ké6rper- 
gewicht gab, das Kochsalz als solches erhéhend auf den N-Umsatz wirken 
miissen. Das betrifft nur die Tiere mit den groBen Salzzulagen von etwa 
0,9 g pro Kilogramm Ko6rpergewicht in der zellsalzfreien Periode. Die Er- 
hodhung des N-Umsatzes wird bei diesen Dosen von den Autoren in erster 
Linie auf die gesteigerte Diurese bezogen. In allen anderen Fillen habe 
ich aber bei meinen Versuchen Kochsalzgaben entweder innerhalb der 
Zellsalzperiode oder in der zellsalzfreien Periode gegeben, die etwa zwischen 
0,02 bis 0,18 g NaCl pro Kilogramm Kérpergewicht lagen, die also entweder 
sich bei den kleinsten Dosen von 0,02 g leicht erhéhend oder indifferent dem 
N-Umsatz gegeniiber verhalten, oder die bei den Dosen von 0,13 bis 0,18 g 
N-sparend gewirkt haben muBten. Trotzdem ich also bei den Tieren mit 
der kleinen Salzzulage in der zellsalzfreien Periode mit etwa 0,13 bis 0,18 g 
eine Kochsalzmenge gab, die jedenfalls nicht fordernd, sondern im Gegenteil 
eher hemmend auf den N-Umsatz gewirkt haben muBte, traten bei diesen 
Tieren prinzipiell dieselben Veranderungen im Blutchemismus auf, wie bei 
denjenigen Tieren, die die groBen Kochsalzmengen von 0,97g in der zell- 
salzfreien Periode erhalten, und bei denen diese groBen Kochsalzmengen 
vielleicht schon férdernd den N-Umsatz beeinfluBt hatten. 


Da nun, wie ich hier vorwegnehmen will, am Blute in den zellsalz- 
freien Perioden Erscheinungen sich zeigten, die auf einen gesteigerten 
N-Umsatz hindeuten, und da diese Erscheinungen bei allen Tieren in 
der zellsalzfreien Periode nachweisbar waren, einerlei ob sie hier den 
N-Umsatz steigernde, oder den N-Umsatz herabsetzende NaCl-Mengen 
erhielten, so kann im letzteren Falle das Kochsalz dieses Phinomen 
kaum erzeugt haben, wofern das NaCl trotz seiner N-sparenden 
Wirkung nicht doch solche Verainderungen am Blutchemismus zu- 
standebringt; anderenfalls kann es wohl nur von dem Zellsalzmangel 








484 K. Tadenuma: 


abhaingen; im ersteren Falle muB das Zuviel oder das Zuwenig an 
Kochsalz im gleichen Sinne auf den N-Umsatz gewirkt haben, wie 
das Zuwenig an Zellsalz. Gerade der Kochsalziiberschu8 und der 
Zellsalzmangel kénnten sich also gegenseitig in ihrer gleichgerichteten, 
den N-Umsatz steigernden Wirkung verstirken. 

Gerade bei den Tieren, die die kleinen Salzmengen erhielten, 
hatte in der zellsalzhaltigen Periode die geringe Kochsalzmenge von 
0,03 g pro Kilogramm K6rpergewicht auf den N-Umsatz eher steigernd 
und in der zellsalzfreien Periode die etwas gréBere Kochsalzmenge von 
0,13 bis 0,15 g NaCl pro Kilogramm Kérpergewicht N-sparend wirken 
miissen. In Wahrheit trat das Umgekehrte ein. Es wird dadurch 
bewiesen, daB das beobachtete Phinomen bei dieser Kochsalzdosierung 
nichts mit dem Kochsalz, sondern nur mit dem Zellsalz etwas zu tun hat. 

Wenn nun in der zellsalzfreien Periode eine gréBere Kochsalzgabe 
auf den N-Umsatz gleichsinnig wirkt wie der Zellsalzmangel, dann mu8 
auch bei meinen Tieren, die in der zellsalzfreien Periode die gréBeren 
Kochsalzmengen bekamen, das Phainomen des N-Zerfalls viel aus- 
gesprochener sein als bei den Tieren, die in der zellsalzfreien Periode 
nur die kleinen Kochsalzmengen erhielten. Wie aus meinen Versuchs- 
protokollen hervorgeht, ist das auch tatsichlich der Fall. 

In meiner Versuchsreihe 2 war bei den Tieren, die nur 1 g Salz 
in toto erhielten, der durchschnittliche Wert des Rest-N-Gehaltes 
des Blutes in der zellsalzhaltigen Periode in 100g frischen Blutes bei 
beiden Tieren 39mg, in der zellsalzfreien Periode 42,35 mg. Die 
Differenz zwischen beiden Perioden betrug also 3mg. Bei den 
Tieren aber, die 6g Salz in toto erhalten hatten, waren diese Werte 
in der zellsalzhaltigen Periode 41 bzw. 39mg, in der zellsalzfreien 
Periode aber 49 bzw. 47mg. Die Differenz betrug also hier 8 mg. 
Man ersieht daraus, daB der Rest-N sich in der zellsalzfreien Periode 
bei den Tieren mit der groBen, den N-Umsatz férdernden Kochsalzgabe 
um das Zwei- bis Dreifache stiirker vermehrt hatte als bei den Tieren, 
die in der zellsalzfreien Periode die kleinere, an sich N-sparende Koch- 
salzgabe erhalten hatten. 

Das alles beweist also schon, daB auch den Zellsalzen als solchen 
ganz bestimmte Wirkungen auf den N-Umsatz zukommen, die nichts 
mit der Salzmenge als solcher, d. h. nichts mit einer allgemeinen Salz- 
wirkung zu tun haben; und da auch Asada, der in seinem Versuche 
zwar sowohl in der zellsalzhaltigen wie in der zellsalzfreien Periode 
dem Hunde immer unverandert etwa 0,35 g Kochsalz pro Kilogramm 
K6rpergewicht gab, eine Dosis reichte, die an sich wohl an der Grenze 
der N-sparenden Dosis stand, und da bei diesem Hunde in der zell- 
salzfreien Periode dennoch ein gesteigerter N-Zerfall im Vergleich zu der 
Zellsalzperiode auftrat, so hatte also in dem Asadaschen Versuche der 
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Fortfall der Zellsalze entweder noch verstarkend auf die in allen 
Perioden durch die Anwesenheit des Kochsalzes an sich schon bedingte 
Férderung des N-Zerfalls gewirkt, oder aber die umgekehrte Wirkung 
ausgetibt. Es geht also der Asadasche Versuch ganz konform mit meinen 
Versuchen, bei denen ich die gréBeren Kochsalzgaben den Tieren reichte. 

Gruber gibt an, daB das Kochsalz ohne EinfluB auf den Energie- 
wechsel ist. Asada stellte aber in seinem Versuche fest, daB Zellsalz- 
mangel eine Herabsetzung, Zellsalzreichtum aber eine Steigerung des 
O,-Verbrauches bewirkt. 

Aus den bisher besprochenen Versuchen von Jamasaki, Hirabayashi, 
Asada und mir ergibt sich also, daB die Zellsalze den N-Ansatz beférdern, 
die Zellneubildung unterstiitzen und den Gaswechsel steigern. Die 
Erhéhung des N-Zerfalls schloB Asada aus dem Verhalten der gesamten 
N-Bilanz, ich selbst erschloB sie aus der Steigerung des Rest-N im 
Blute, die ich durchgiangig bei allen meinen Hunden in der zellsalz- 
freien Periode beobachtet habe. DaB sich bei kurzfristigen Versuchen 
die Gesamt-N-Bilanz noch nicht zu andern braucht, wurde oben 
schon gesagt. Ich beschrinkte mich aber nicht auf die Rest-N- 
Bestimmung im Blute allein, sondern bestimmte auch den Neutral- 
fettgehalt des Blutes, den Blutzucker und die Trockensubstanz des 
Blutes, alles nach der Bangschen Methode. Doch bevor ich auf meine 
Versuche weiter eingehe, will ich zunachst kurz die Versuchsanordnung 


schildern. 


Die Versuchstiere waren Hunde. Sie erhielten ein salzarmes Grund- 
futter mit geniigendem Vitamingehalt. Das Futter bestand aus Weizen- 
eiweiB, das von der chemischen Fabrik von Dr. Klopfer (Dresden-Leubnitz) 
bezogen worden war, ferner aus Reis, Rohrzucker, frischer ungesalzener 
Butter, Citronensaft und destilliertem Wasser. Der Reis und das Weizen- 
eiweiB wurden mit destilliertem Wasser zu einem Brei gekocht, nach Er- 
kalten desselben wurde die Butter und der Citronensaft mit dem Zucker 
zugegeben. AuSerdem konnten die Tiere destilliertes Wasser nach Belieben 
trinken. In der ersten zellsalzhaltigen Periode bekamen die Tiere als Salz- 
zulage zu dem Futter eine bestimmte Menge Salzgemisch, das folgende 
Zusammensetzung hatte: KCl 20g, CaCO, 100g, Magnesium citricum 
25g, Na,HPO, sicc. 100g, Ferrum citricum 5g, NaCl 50g. In der 
zweiten zellsalzfreien Periode erhielten sie zum Futter eine Kochsalzmenge, 
die in Gramm der Zellsalzmenge der ersten Periode entsprach. Das Kérper- 
gewicht der Tiere wurde taglich bestimmt. Die Blutentnahme fand immer 
20 Stunden nach der Nahrungsaufnahme statt. Der Salzgehalt der Grund- 
nahrung, deren Menge sich bis auf einen Versuch, in dem ich die Tiere 
absichtlich unterernahrte, genau wie die Salzgabe nach dem K6rpergewicht 
der Tiere richtete, ist aus der Tabelle zu berechnen, die Asada in seiner 
Arbeit iiber die Zellsalzwirkungen auf den Stoffwechsel') mitgeteilt hat. 
Daraus geht hervor, daB der Salzgehalt dieser Grundnahrung gegeniiber 
den Salzmengen, die die Tiere als Zulage zu der Grundnahrung bekamen. 


1) Diese Zeitschr. 140, 332. 
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ein verschwindend geringer war. Mit einer Ausnahme war die Nahrung 
also bei allen Versuchen fiir die Tiere kalorisch suffizient. In dem einen 
Falle habe ich eine kalorisch insuffiziente Nahrung gegeben, um den EinfluB 
des Zellsalzmangels auf den Stoffwechsel bei Unterernihrung verfolgen 
zu kénnen. 

Versuch 1. 

A. Zwei Hunde, gleich schwer, etwa 6kg K6rpergewicht. Futter pro 
Tag und pro Tier: WeizeneiweiB 24g, Reis 36g, Butter 35 g, Salzgemisch 
6g, Citronensaft 60g, Zucker 10g, destilliertes Wasser nach Belieben. 

B. Zwei Hunde, fast gleich schwer, etwa 7 kg Korpergewicht. Fiitterung 
wie bei A., nur mit der Ausnahme, daB die Hunde der Gruppe B 6 g Koch- 
salz an Stelle des Salzgemisches bekamen. 

Koérpergewicht und Reststickstoff im Blute wurden alle 2 Tage vor 
der Fiitterung bestimmt. 





RestsN in 100 com Kérpergewicht Rest-N in 100 com K6rpergewicht 


Datum frischen Blutes frischen Blutes 
mg Xu mg | g 
Gruppe A. 
Hund 1 i Hund 2 

11. IV. 40 | 6800 33 | 6 400 
1S, dy. —_— — 43 pa 
1. EV: 56 — l 52 -— 
8 Pin 58 —_— I 50 ‘ a 
31. IV. 66 | — 45 — 
24. IV. 41 — 39 — 
26. IV. 42 73 00 oo 6 600 

Gruppe B. 

Hund 3 Hund 4 

10. IV. 40 7 700 —- | 7 000 
14. IV. 66 — 28 — 
18. IV. 43 — 34 — 
20. IV. 50 — 41 — 
23. IV. 48 — 32 _ 
25. IV. 42 _— 46 _— 
27. IV. 49 6 900 —_ 6820 

Versuch 2. 


A. Zwei Hunde. Nr. 1.: Fiitterung: WeizeneiweiB 20g, Reis 30g, 
Butter 29g, Salzgemisch 5g, Citronensaft 50 cem, Zucker 9 g. 

Nr. 2: WeizeneiweiB 24g, Reis 36g, Butter 35g, Salzgemisch 6 g, 
Citronensaft 60 cem, Zucker 10 g. 

B. Zwei Hunde. Nr. 3: WeizeneiweiB 30g, Reis 52g, Butter 51g, 
Salzgemisch 1g, Citronensaft 76cem, Zucker 14 g. 

Nr. 4: WeizeneiweiB 20g, Reis 30g, Butter 29g, Salzgemisch 1 g, 
Citronensaft 50g, Zucker 9 g. 

Diese Nahrung bekommen die Hunde 26 Tage. Vom 27. Tage an 
wird das Salzgemisch fortgelassen und der Hund Nr. 1 der Gruppe A 
erhalt 5g Kochsalz, der Hund Nr. 2 dagegen 6g Kochsalz, die Hunde 
der Gruppe B erhalten 1g Kochsalz mit der Nahrung. 
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Korpergewichtstabelle (Versuch 2) in Gramm. 





Datum || Salzgemisch 6g | Salzgemisch 1 g Datum Kochsalz 6g | Kochsalz 1g 


|Hund 1 | Hund 2) Hund 3 Hund 4 Hund 1 Hund 2} Hund 3| Hund 4 
4. V. 5000 6200 7600 5000 | 1.VI. 5100 | 6400 | 7800 | 5500 
9. V. | 5120 6240 | 7540 5100 | 4. VI.) 5000 6350 | 7500 5200 
11. V. 5000 6200 | 7600 4900 | 6. VI. 5000 6200 7500 | 5200 
13. V. | 5020 | 6200 | 7600 | 5100 | 9. VI. 4800 6000 7200 | 5000 
15. V. | 5000 | 6240 | 7640 5000 | 11. VI. 4700 6000 7200 | 5000 
21. V. | | 6200 | 7620 | 5120 | 13. VI. 4800 6200 7260 | 5100 
23. V. | 5020 | 6240 | 7600 | 5140 | 15. VI.) 4900 6200 | 7250 | 5000 


< 
: 


28. V. | 4960 | 6120 | 7500 | 5100 | 18. VI. 5000 6200 7300 5000 
30. V. | 5000 | 6200 | 7700 | 5200 | 20. VI.) 4700 | 6050 7200 | 4800 





Rest-N -Tabelle in Milligrammprozent (Versuch 2) auf frisches Blut berechnet. 








Datum || Salzgemisch 6 g | Salzgemisch 1 g Datum | Kocbsalz6g | Kochsalz 1g 
| Hund 1 | Hund 2| Hund 3— Hund 4 Hund 1 Hund 2 Hund 3 Hund 4 
4. V. 39 36 38 37 1. VI. 42 43 — 40 
7, V.\| 38 35 39 37 4. VI. 45 43 44 _ 
9. V. 40 38 35 38 6. VI. 53 47 45 45 
liz ¥. 43 41 41 39 8. VI. 53 55 46 45 
13. V. 41 40 39 40 11. VI. 46 48 38 40 
19. V. 40 += 38 36 | 40 13. VI.|| 53 51 45 42 
21. V. 43 39 38 | 42 18, VI. 51 45 39 43 
23. V. 45 | 41 43 | 41 20. VI. 52 47 39 42 
25. V. 42 42 40 | 41 
27.V.| 39 | 40 38 | 40 
avi». alt eT. 
Versuch 3. 


Fiitterung vom 20. bis 25. Juli pro Tag: WeizeneiweiB 21g, Reis 32 g, 
Butter 32 g, Citronensaft 53 cem, Zucker 10g, Salgzemisch 5 g. 

Fiitterung vom 26. Juli bis 8. August wie oben, nur mit der 
Ausnahme, daf8 der Hund 5g Kochsalz erhilt. 





_Rest-N "Zucker Fet ea = 
Datum im frischen Blut | im frischen Blut | im nl Blut Trockensubstanz | Kérpergewicht 
mg:-Proz. _ Inge *Proz. mg-Proz. Proz. g 


Salzgemisch 5 g pro Tag und pro Tier. 


20. VII. | 43 56 60 82 5300 
24, VIT. 42 64 59 | 80 5250 
25. VII. 35 63 53 81 5300 
Kochsalz 5 g yo Tag und pro Tier. 
be eee ee ae 
30, VIL. | ee ee ee ee ee ak ee oe 
8 ee eee ee ee ae 
3. VIIT ! 51 79 | 36 89 4800 
6.VIII.|| 49 ead 41 89 | 4600 
8. VITI. || 46 87 47 85 4600 
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Versuch 4. 
Fiitterung vom 6. bis 18. Juli: WeizeneiweiB 25g, Reis 37 g, Butter 
37g, Salzgemisch 6g, Citronensaft 60 ccm, Zucker 11,5 g. 


Fiitterung vom 19. Juli bis 8. August wie oben, nur mit der Ausnahme, 
daB die Hunde 6 g Kochsalz erhielten. 





| Restn | Zackee | oR j ERENT, GRR 
Datum im Bret Blut | im Pres: en Blut | im Pa mal Blut Trockensubstanz K6rpergewicht 
mg-Proz. |  mgsProz. mgsProz. Proz. g 
Salzgemisch, 

6. VII. 42 50 a 83 | 6250 
10. VII. 45 43 49 | 82 | 6200 
13. VII. 51 | 40 —_ 84 | 6300 
15. VII. || 47 rite te ah | 6300 
18. VII. ||} 43 42 52 | 81 | 6400 

Kochsalz. 
20, VII. 63 56 60 | 82 | 6300 
23. VII. 62 64 59 80 | 6100 
25, VII. aint 63 “ae: ee 
27, VII. 61 95 — | 83 | 6000 
30, VII. 74 — 44 88 | 5900 

1. VIII. 65 nie 38 | 87 | 5900 
3. VIII. 58 57 36 86 | 5800 
6, VIII. 79 65 41 85 | 5500 
8, VIII. 76 83 48 80 | 5600 

Versuch 56. 


Hund 1, K6rpergewicht 4800 g, gefiittert mit: 10g WeizeneiweiB, 
15g Reis, 15g Butter, 5g Salzgemisch, 50g Citronensaft, 4g Zucker. 














| est-N ucker ett am , 
Datum jim frischen Blut | im sehen Blut | im friscben Blut Trockensubstanz  Kérpergewicht 
mg-Proz. | mg-Proz. | mgsProz. | Proz. g 
30, VIII. | 74 | 80 76 87 | 4800 
cm ¥ a 85 57 | 87 | 4600 
5. IX. 51 82 64 82 4500 
7, UX 43 128 42 | 85 } 4500 
10. IX. 75 | 112 80 83 | 4200 
12. IX. 74 116 85 | 84 4230 


Gefiittert wie oben, nur mit der Ausnahme, daB 5g Kochsalz statt des 
Salzgemisches gegeben wurde. 


13, IX. 117 113 99 86 | 4100 
15, IX. yo ee 72 85 | 4000 
19, IX. 84 | ee 93 84 | $800 
21. IX. 65 mM .] 64 | 78 | 3700 
22. IX. — — | — — 3600 
24. IX. _ PaaS 85 86 | 3400 


Das allgemeine Ergebnis meiner Versuche, die ich an elf ver- 
schiedenen Hunden anstellte, war nun folgendes: Zellsalzarmut der 
Nahrung bewirkte, abgesehen von der Abnahme des Kérpergewichtes, 
bei meinen Tieren eine Zunahme des Rest-N-Gehaltes des Blutes. In der 
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Regel vermehrte sich auch etwas der Blutzucker. Der Neutralfettgehalt 
des Blutes zeigte nur leichte Schwankungen, oft mit einer gewissen 
Neigung zu einer wenigstens voriibergehenden Vermehrung; man 
kénnte von einer Unruhe sprechen, der infolge des Zellsalzmangels 
der Blutfettspiegel anheimfallt. Die Trockensubstanz des Blutes 
endlich blieb unverindert oder zeigte Neigung zu einer geringfiigigen 
Zunahme. Bei den unterernihrten Tieren, die schon wahrend der 
Periode, in der sie Kochsalz und Zellsalz erhielten, an K6érpergewicht 
abgenommen hatten, blieb in dieser Periode der Rest-N-Gehalt konstant, 
Blutzucker und Blutfett vermehrten sich, die Bluttrockensubstanz 
blieb unverandert. Mit dem Einsetzen der zellsalzfreien Periode aber 
nahm das Kérpergewicht stirker ab, der Rest-N im Blute vermehrte 
sich, der Blutzucker zeigte keine deutliche Verinderung, der Blutfett- 
gehalt nahm voriibergehend leicht zu, der Wert fiir die Trockensubstanz 
des Blutes war derselbe wie in der Vorperiode. Es wird also bei unter- 
ernahrten Tieren durch den Ersatz der Zellsalze durch Kochsalz die 
durch die Unterernahrung an sich schon bedingte Stérung in gewissem 
Sinne verstiarkt. 

Im Hungerzustande (nicht Unterernthrung und nicht Durst- 
zustand!) zeigt das Blut folgende Veranderungen: 

1. Rest-N- und Aminosauregehalt des Blutes steigen kontinuierlich 
an (vgl. Alpern, diese Zeitschr. 138, Heft 1/3). 

2. Der Blutzucker vermehrt sich bald mehr, bald weniger (Literatur 
s. bei Collazo, diese Zeitschr. 136, Heft 1/3). 

3. Der Blutfettgehalt nimmt ab (vgl. Asada, Der Fettstoffwechsel 
bei Avitaminose, II, diese Zeitschr. 142, Heft 1/2). 


Im mittleren Stadium der ausgesprochenen Avitaminose zeigt das 
Blut folgende Veranderungen: 

1. Rest-N- und Aminosiuregehalt des Blutes steigen an (Alpern, 
l. c.). 

2. Der Blutzucker ist vermehrt (Collazo, 1. c.). 

3. Der Blutfettgehalt ist vermehrt (Literatur bei Asada, 1. c.). 


Aus dieser Zusammenstellung erhellt, daB der Blutchemismus der 
kalorisch suffizient aber zellsalzfrei ernahrten Tiere groBe Ahnlichkeit 
mit demjenigen avitaminéser Tiere hat. In beiden Fallen steigt der 
Rest-N und der Blutzucker an, nur die Blutfettvermehrung, die bei 
den avitaminésen Tieren deutlich vorhanden ist, ist bei den zellsalzfrei 
ernahrten Tieren héchstens leicht angedeutet. Zwischen den beiden 
Tiergruppen aber, nimlich den kalorisch suffizient aber zellsalzfrei 
ernihrten Tieren und den avitaminés ernahrten Tieren einerseits und 
den Hungertieren andererseits besteht der Unterschied, daB beim 
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Hungertiere das Blutfett abnimmt, wahrend es beim zellsalzfrei er- 
nahrten Tiere undeutlich, bei dem avitaminésen Tiere aber deutlich 
zunimmt. Auch beim unterernahrten, zellsalzhaltig ernaihrten Tiere 
bewirkt die Wegnahme der Zellsalze nur eine sehr geringfiigige Steigerung 
des durch die Unterernahrung an sich schon bedingten erhéhten Blut- 
fettgehaltes. 

Die zellsalzfreie Ernahrung fiihrt also athnlich wie die Unter- 
ernahrung oder der Hunger oder die Avitaminose zu einer Steigerung 
der Stoffbewegung im K6rper (Arnoldi), ja man kénnte hier auch 
noch in diesem Zusammenhang an den diabetischen Zustand erinnern. 
Das AusmaB der Bewegung bei diesen verschiedenen Zusténden im 
Hinblick auf die einzelnen Stoffe ist verschieden. 

Wenn die Vermehrung des Rest-N-Gehaltes im Blute einen er- 
héhten N-Zerfall in den Zellen anzeigt, worauf ja auch die negative 
N-Bilanz bei dem avitaminés oder sehr lange Zeit zellsalzfrei er- 
néhrten Hunde hinweist, dann ist es auffallend, daB trotz des ge- 
steigerten Blutzuckergehaltes und des normalen oder gesteigerten 
Blutfettgehaltes im avitaminésen und im zellsalzarmen Zustande die 
KG6rperzellen offenbar die angebotene Nahrung nicht in geniigendem 
Umfange aufnehmen. Andererseits legt die Ahnlichkeit dieser beiden 
Zustinde mit dem echten Hungerzustande bzw. der Unterernihrung 
uns die Frage vor, die ja auch bei dem Avitaminoseproblem eine 
so groBe Rolle spielt, ob bei der zellsalzfreien Ernahrung nicht 
auch Resorptionsstérungen im Darme auftreten kénnen, die die be- 
obachteten Erscheinungen an dem Stoffwechsel erkliren. Diese 
Frage bederf noch der genaueren Untersuchung. Aus dem Asada- 
schen Stoffwechselversuche am Hunde bei zellsalzfreier Ernihrung 
laBt sich allerdings keine Resorptionsstérung herleiten, wenn man 
die Trockenkotmengen und den Kot-N-Gehalt beriicksichtigt. Bei 
diesem Versuche betrug die Trockenkotmenge pro Tag in der 
ersten zellsalzfreien Periode vom 78. bis 104. Versuchstage 8,88 g 
bei 0,07 g N, in der folgenden Zellsalzperiode vom 105. bis 146. Tage 
6g bei 0,05g N, in der daran anschlieBenden zellsalzfreien Periode 
vom 147. bis 176. Tage 6,17 g bei 0,04g N. 

Wenn auch die bisher vorliegenden Untersuchungen tiber den 
Einflu8 einzelner Salze oder Salzgruppen auf die Leistungen der orga- 
nischen Substanz uns schon tiefere Einblicke in die Wirkungen der 
Salze haben tun lassen, so bedarf es doch noch der Sammlung eines 
gréBeren kasuistischen Materials, bevor wir daran gehen kénnen, uns 
ein Bild von diesen Wirkungen aufzuzeichnen, das eine gewisse All- 
gemeingiiltigkeit beanspruchen darf. Gerade das Studium der Avi- 
taminose hat uns die Polymorphie in den Krankheitsbildern kennen- 
gelehrt, die durch ein und dieselbe Krankheitsursache nicht nur bei 
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verschiedenen Tierarten, sondern auch bei verschiedenen Individuen 
derselben Art auftreten. Das zeigt sich z. B. im Verhalten des Kérper- 
gewichtes, im Verhalten der N-Bilanz, in einem verschiedenen Ver- 
halten der Kreislauforgane, des Nervensystems und in dem bald mehr 
akut, bald mehr chronisch verlaufenden Charakter der Krankheit. So 
ist es wohl méglich, daB auch beim Entzuge einzelner Salze oder Salz- 
gruppen bei verschiedenen Tieren die dadurch erzeugten Erscheinungen 
differieren kénnen. 


Literatur. 


1) Yoshio Yamdsaki, Virchows Arch. 245. — 2) N. Hirabayashi, er- 
scheint in Virchows Archiv. — 3) Asada, diese Zeitschr. 140. — 4) Straub, 
Zeitschr. f. Biol. 87 und 88. — 5) Gruber, Verhandl. a. 71. Naturforscher- 
versammlung in Miinchen 1899. — 6) Belli, Zeitschr. f. Biol. 45. 


Biochemische Zeitschrift Band 145. 39 

















Versuche iiber die Nachweisbarkeit 
immunisatorisch bedingter Fermentprozesse. I. 


Von 
Ernst Kupelwieser, Graz. 


(Eingegangen am 11. Januar 1924.) 


Die Absicht, quantitative Untersuchungen itber proteolytisch: 
Serumfermente anzustellen, wurde mir zur Veranlassung, mich mit 
der von F. Pregl und M. de Crinis'!) angegebenen Methode des 
refraktometrischen Nachweises von Abwehrfermenten eingehend zu 
befassen. Das Verfahren hat alle Vorteile einer Mikromethode, liefert 
in den eine stattgehabte Fermentwirkung anzeigenden Brechungsindex- 
zunahmen zahlenmiBige Ergebnisse und lieB hoffen, daB sich deren 
Abhingigkeit von einer bestimmten Seite der Fermentwirkung (der 
Auflésung des festen Substrats in der Systemfliissigkeit) leicht ermitteln 
lassen werde; es bot somit eine viel versprechende Grundlage zur Aus- 
arbeitung einer quantitativen Methode fiir das Studium proteolytischer 
Fermentwirkungen des Serums. 

Um mit der Methodik vertraut zu werden, versuchte ich mich 
zunichst an dem fiir Abwehrfermente*) typisch gewordenen Beispie! 
der Schwangerschaftsreaktion. Diese nach der urspriinglichen Vor- 
schrift angestellten Vorversuche lieferten jedoch durchwegs negative 
Resultate, denen ich aber wegen meiner ungeniigenden Kenntnis der 
Fehlerquellen und der GréBe ihres Einflusses auf das Versuchsergebnis 
kein allzu groBes Gewicht beilegen zu miissen glaubte. Ich richtete 
nun bei der auch zu anderen Zwecken®) durchgefiihrten Bearbeitung 
des Verfahrens*) mein Augenmerk auf die methodischen Besonderheiten, 
die das Arbeiten mit Serum mit sich bringt, da ich von einer méglichst 


1) F. Pregl und M. de Crinis, Fermentforschung 2, 58, 1917. 

2) Der Kiirze halber bleibe ich bei dieser Benennung des hypothetischen 
Tragers der hier behandelten Serumwirkung, ohne damit etwas iiber 
Existenz und Art des Trigers oder iiber das Wesen der untersuchten 
Reaktion aussagen zu wollen. 

8) E. Kupelwieser und O. Résler, diese Zeitschr. 136, 38, 1923. 

*) E. Kupelwieser, ebendaselbst 181, 413, 1922. 
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vollstandigen Diskussion der Fehlerquellen die Aufklirung des nega- 
tiven Ausfalles der versuchten Schwangerschaftsreaktion erwartete und 
hoffte, auf diesem Wege doch noch zu einer sicher gehenden quantitativen 
Methode zur Verfolgung von Abwehrfermentwirkungen zu kommen. 


Die der Methodik gewidmete Vorarbeit ergab neben den bei quanti- 
tativem Arbeiten einzuhaltenden Versuchsbedingungen auch fiir den ide 
Abwehrfermentnachweis gegeniiber der Originalvorschrift einige Ab- | 
anderungen, die jedoch das Wesentliche des Verfahrens nicht beriihren. 
Es zeigte sich, dafB die unter Ib (S. 432)!) aufgezihlten Fehlerméglich- 
keiten sich bei Einhalten meiner Versuchsbedingungen so weit be- 
herrschen lassen, daB man Brechungsindexzunahmen von iiber 0,000 10 
im allgemeinen als Zeichen einer stattgehabten Fermentwirkung 
nehmen darf. Die selbstverstindlich nur in bezug auf ein bestimmtes 
Fermentpriparat angebbare Empfindlichkeit der Methode (8. 470 i 
bis 471) erwies sich als sehr erheblich: Es ergab z. B. die bei Zimmer- ! 
temperatur untersuchte 24stiindige Wirkung einer 0,0005 proz., schwach 

| 





alkalischen (n/1000) Lésung eines guten Trypsinpriiparates (Merck 
vom Jahre 1913) Ausschlige vom doppelten Betrage des obigen Grenz- hi 
wertes. Ferner lieB sich berechnen, daB die fermentative Auflésung 
von 0,0005 g EiweiBsubstrat in 0,5 cem Systemfliissigkeit noch deutlich . 
positive Ausschlige gibt: Bei Verwendung von 0,01 g Substrat geniigt a 
es also, wenn !/,) = 5 Proz. der Gesamtmenge des vorgelegten Substrats 
aufgelést werden, um den Fermentnachweis positiv ausfallen zu lassen. 
Versuche mit Trypsin als Ferment und verschiedenen Substraten 
zeigten, daB die Methode im untersuchten Bereich (bis Brechungs- \ 


1) Dieser und die folgenden Hinweise beziehen sich auf meine oben 
zitierte ausfiihrliche Arbeit im 131. Bande (S. 413 ff.) dieser Zeitschrift, 


auf welche ich mich in allen hier nicht ausgefiihrten Einzelheiten stiitze. 

Ich benutze die Gelegenheit, einige in dieser Arbeit stehengebliebene | 
Druckfehler, die zu Mi®verstiindnissen AnlaB geben kénnten, hier richtig- i 
zustellen : 


8S. 424 in der ersten in der Anmerkung stehenden Tabelle: statt 

1,34948 1,34946. ; 
S. 431 unten; der mittlere bzw. der wahrscheinliche Fehler des Mittel- 

wertes ist statt mit e bzw. e, mit E bzw. E, zu bezeichnen. | 
. 432, Tabelle X und 8. 464, 4. Zeile von oben: statt + 0,00005 + 0,00005. } 
. 440, 19. Zeile von oben: statt Filtrat Substrat. 
450, 22. Zeile von oben: statt binden finden. At 
. 451, Tabelle XXV, Uberschrift der zweiten Kolumne: statt Vg V 9. it 
Die Hinweise sollen lauten auf: 


MM Wn TM 





S. 450, Anmerkung 3: statt 8.444 §. 445. 
8. 460, Anmerkung 1: ,, 8S. 447 8. 448. i 
8. 461 im Text: » 8. 432 8S. 436. 
S. 467 _,, ne » 8. 465 S. 444. 
eee iy ee » 8.432 S. 464, 
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indexzunahmen von 0,00150) ausschlieBlich und rein die fermentative 
Auflésung des festen Substrats in der Systemflissigkeit erfaBt, wahrend 
der Abbau des schon Gelésten sich der Beobachtung entzieht (8. 464 
bis 466); ferner erwiesen sich die Brechungsindexzunahmen innerhalb 
der Fehlergrenze des Fermentversuches als direkt proportional der 
gelésten Substratmenge (S. 466 bis 467). Das Verfahren kann deshalb 
als MaBmethode fiir die Untersuchung der fermentativen Auflésung 
koagulierter Proteine verwendet werden, wie es sich wegen seiner 
hohen Empfindlichkeit als Anzeigemethode zum Nachweis sehr geringer 
Fermentwirkungen dieser Art eignet. 

Ausdriicklich sei betont, daB die angegebenen Zahlen nur fiir meine 
Versuchsbedingungen gelten, und es mu besonders hervorgehoben werden, 
daB die Fehlerbreite verhaltnismaBig am meisten von der beim Abbauversuch 
verwendeten Menge der Systemfliissigkeit abhangt: Allein an dem durch 
die ,,Benetzungsfliissigkeit“’ (Absatz Ib, 5, 8. 442ff.) bedingten, unver- 
meidlichen Fehler 1aBt sich zeigen, daB bei Verminderung der System- 
fliissigkeit unter sonst gleichen Umstiinden die Ausschlige und die Fehler 
zunehmen; aber wahrend z. B. ein Vermindern der Systemfliissigkeit auf 
die Hialfte die einen bestimmten Umsatz anzeigende Brechungsindex- 
zunahme — also die ihr direkt proportionale Empfindlichkeit — auf das 
Doppelte steigert, vervierfachen sich die absoluten Fehler (8. 455 und 
456, Tabelle XXX). Das Verhaltnis: Empfindlichkeit/Fehlerbreite ver- 
schiebt sich also mit abnehmender Menge der Systemfliissigkeit in un- 
giinstigem Sinne. Dasselbe wie fiir die Benetzungsfliissigkeit gilt auch fur 
alle anderen Fehlerquellen, die unabhingig sind von der Menge der System- 
fliissigkeit und daher bei deren Verminderung verhiltnismaBig mehr ins 
Gewicht fallen. 

Unter peinlichster Einhaltung aller VorsichtmaBregeln, die sich 
mir aus der quantitativen Diskussion der Fehlerméglichkeiten als 
notwendig ergeben hatten, stellte ich nun eine neue Versuchsreihe 
zum Nachweis einer fermentativen Auflésung der Placentapraparate 
im Schwangerenserum an. Wider Erwarten fielen auch diese Versuche 
negativ aus: Bei den 34 Versuchen dieser Reihe erzielte ich ein einziges 
Mal einen knapp iiber der friiher ermittelten Fehlergrenze liegenden 
positiven Wert [Tabelle II, Nr. 24; np, — np, = 0,000131)]. Diesem 
vereinzelten héheren Werte steht jedoch eine mit dem gleichen Serum 
und dem gleichen Substrat angestellte, sicher negative Untersuchung 
zur Seite, so da8 man auch diesen Fall nicht als gelungenen Nachweis 
der gesuchten Fermentreaktion ansprechen kann: er zeigt nur, dab 


1) Uberdies ist der Wert unsicher, da bei der betreffenden Untersuchung 
die Ablesung fiir die erste und fiir die zweite Brechungsindexbestimmung 
nicht am gleichen Skalenteilstrich vorgenommen werden konnte. Zwar 
habe ich dies durch eine Reduktion der zweiten Bestimmung auszugleichen 
gesucht (siehe die Anmerkung zu Nr. 24 der Tabelle II), jedoch so, daB 
+ 0,00013 die in diesem Falle gréStmégliche aber nicht die notwendig 
erreichte Brechungsindexzunahme bedeutet. 
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die im allgemeinen giiltige Fehlergrenze unter Umstanden doch iiber- 
schritten werden kann, hier nach der positiven, wie z. B. bei Nr. 16 
nach der negativen Seite. 

Da es mir auch bei weiterer Beschaftigung mit der Mikro-Abder- 
halden-Reaktion nicht gelungen ist, zu positiven Ergebnissen zu kommen, 
teile ich diese weiter zuriick liegenden Versuche mit, in der Meinung, 
daB auch ein negativer Befund zur Klarung einer Frage beitragen kann. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Blutproben fiir die Schwangerschaftsversuche stammen von Schwan- 
geren im 7. bis 10. lun. Monat aus der geburtshilflichen Universitatsklinik; 
fiir Kontrollversuche verwendete ich Blut mannlicher, afebriler Patienten 
aus der chirurgischen Abteilung des Paulustor-Spitales, Graz'). Die zu 
untersuchende Blutprobe wurde unter aseptischen VorsichtsmaBregeln 
(bei Vermeidung von Jodtinktur und Sublimat) aus der Vena cubit. ent- 
nommen und in einem sterilen Zentrifugierglischen aufgefangen. Dann 
wurde die in diesem GefaéB geronnene Blutprobe 10 Minuten lang zentri- 
fugiert, das Serum mit einer sterilen Pipette (Wattepfropf) abgehoben, in 
ein steriles Probierréhrchen gebracht und bis zum Versuchsbeginn wohl- 
verschlossen sowie lichtgeschiitzt bei der Temperatur des  flieBenden 
Wasserleitungswassers (+ 8 bis + 10°C) aufgehoben. 

Als Substrate nahm ich drei nach den Angaben F’. Pregls*) hergestellte 
Placentapriparate; es sind dies die in meiner wiederholt angefiihrten 
methodischen Arbeit mit ,,Plac. I‘, ,,Plac. IIS und mit ,,Plac. III** be- 
zeichneten Praparate (S. 434). Plac. I und II waren Altere Praparate, 
Plac. III hatte ich kurz vor seiner Verwendung hergestellt in der Absicht, 
auch ein ganz frisches und bei der Bereitung méglichst glimpflich be- 
handeltes Substrat zu untersuchen: Alle zur Herstellung der Trocken- 
placenta nétigen MaBnahmen (Ausschiitteln mit Alkohol und Ather, sowie 
das Auskochen) kiirzte ich méglichst ab. Die ganze Bereitung vom Zer- 
kleinern der frischen Placenta bis zum Trocknen des fertigen Priparates 
erfolgte innerhalb eines Tages. Bei dieser abgekiirzten Herstellungsart 
konnte ich natiirlich nicht damit rechnen, ein Trockenpriaparat von so 
geringer spontaner Léslichkeit zu erhalten, wie ich sie sonst von den Sub- 
straten verlangte: Plac. III gab bei der Priifung seiner Léslichkeit etwas 
mehr lésliche Bestandteile ab als die anderen Praparate (8S. 434 bis 435, 
Tabelle XI), ohne daB sich dies jedoch beim Serumversuch stérend 
bemerkbar gemacht hatte. Andererseits erwies sich Plac. III gegeniiber 
geringen Trypsinkonzentrationen als das abbaufihigste der drei hier ver- 
wendeten Substrate (S. 471, Tabelle XXXVI); gegeniiber héheren Kon- 
zentrationen dieses Fermentes verhielt sich die relative Abbaufahigkeit 
meiner Substrate: Abbaufahigkeit von Plac. I = Abbaufaihigkeit von 
Plac. III > Abbaufihigkeit von Plac. II (S. 453, Tabelle XXVIII). Die 
tibrigen Eigenschaften der Substrate, wie Quellbarkeit usw., sind ebenfalls 


1) Den Herren Doz. Dr. Mahnert und Dr. Lundwall von der geburts- 
hilflichen Universitatsklinik in Graz und Herrn Dr. Brauch von der 
chirurgischen Abteilung des Paulustor-Spitales, Graz, erlaube ich mir fiir 
die Beschaffung der Blutproben an dieser Stelle zu danken. 

2) F. Pregl, Fermentforschung 1, 7, 1914. 
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aus der ausfiihrlichen Bearbeitung der Methodik zu entnehmen, da bei den 
zur Priifung der Substrateigenschaften dort angestellten Versuchen neben 
anderen meist diese drei Substrate verwendet worden waren. 

Auch die Ausfithrung der Untersuchungen beschreibe ich hier nur ganz 
kurz und verweise beziiglich aller Einzelheiten und deren Begriindung auf 
meine obige Arbeit (besonders 8. 461 bis 462): 

Je 0,01 g Substrat wurden auf + 0,001 g genau in die Versuchsglischen 
eingewogen, dann wurde siedende physiologische Kochsalzlésung zugesetzt 
und eine halbe Stunde am Wasserbade (etwa + 95°C), sowie mindestens 
ebensolange bei Zimmertemperatur quellen gelassen. (Bei den Unter- 
suchungen Nr. 19 bis 34 der Tabelle II habe ich — um hierin méglichst 
wenig von der Originalvorschrift abzuweichen — die Glaschen nach dem 
Zusatz der siedenden Kochsalzlésung einfach 1 Stunde bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen.) 

Abart A: 

Nach dem Quellen die Kochsalzlésung abgesaugt, 

0,5cem Serum zum gequollenen Substrat zugesetzt, 

10 Minuten am Mischer gemischt, 

5 Minuten absetzen lassen, dann dieses ,,Waschserum“‘ abgesaugt 
und verworfen; 

nun 0,55 cem neues Serum zugesetzt, 

5 Minuten gemischt und 5 Minuten spiater die erste Probe (0,05 cem) 
entnommen. 

Abart B: 

Nach dem Quellen die Kochsalzlésung abgesaugt, 

0,55 cem Serum zugesetzt, 

5 Minuten gemischt und 5 Minuten spiiter die erste Probe (0,05 ccm) 
entnommen. 

In dieser ersten Probe wurde nun der Brechungsindex bestimmt: ,,np, “. 
Nach der Probeentnahme blieben neben dem Substrat 0,5 cem Serum als 
Systemfliissigkeit im Versuchsglaschen zuriick. Dieses wurde nun gut 
verschlossen und der Verschlu8 durch Anwendung des Halters (S. 433, 
Abb. 1) gesichert; eine an jedem Glaschen nach der Probeentnahme an- 
gebrachte Marke (,,Verdunstungsmarke“, 8. 434) bezeichnete den Fliissig- 
keitsstand zu Beginn des Versuches, um wahrend des Versuches doch etwa 
eingetretene Fliissigkeitsverluste feststellen zu kénnen. Die Glaschen samt 
Inhalt blieben nun wihrend der ,,Versuchsdauer“ lichtgeschiitzt bei Zimmer- 
temperatur!) in horizontaler Lage liegen; etwa viermal wahrend der Ver- 
suchsdauer wurden sie fiir je eine halbe Stunde auf den Mischer gebracht. 

Am Ende des Versuches wurde dann in einer zweiten, jedem Glischen 
entnommenen Probe der Brechungsindex des fliissigen Systemanteils 
neuerdings bestimmt: ,,rp,“. Als Versuchsergebnis wurde die Differenz 
nD, — Np, verzeichnet. 

Die Bestimmung der Brechungsindices fiihrte ich mittels des Pulfrich- 
schen Eintauchrefraktometers (Nr. 13807 und 13808 der Firma C. Zeiss) 
so aus, wie ich dies im Abschnitt La (S. 418 ff.) der methodischen Vorarbeit 
beschrieben habe. Hier sei nur hervorgehoben, da die erste und zweite 
np-Bestimmung jeder Untersuchung bei unveranderter Spiegel- und 


1) Die wahrend der Versuchsdauer herrschende Zimmertemperatur 
habe ich zu Beginn, wahrend und am Ende des Versuches gemessen und 
in den Tabellen angegeben. 
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Blendenstellung vorgenommen wurde und da jeder in den folgenden Tabellen 
eingetragene Skalenwert ein Mittelwert aus zehn Einzelablesungen ist. 
Die Bestimmung des np, ist immer unwissentlich gemacht, d. h. ich sorgte 
dafiir, daB ich zur Zeit der zweiten np-Bestimmung den bei der zugehérigen 
ersten gefundenen Wert vergessen hatte‘). Wenn bei der ersten np-Be- 
stimmung die Grenzlinie nur um etwa 0,1 Skalenteil von einem Teilstrich 
der Hauptskala entfernt war, habe ich sowohl am niachst héheren, wie am 
nichst niederen Skalenteilstrich je eine Ablesungsreihe gemacht (in solehen 
Fallen ist in den Tabellen der Skalenteilstrich, an dem abgelesen wurde, als 
eingeklammerter Index dem betreffenden Skalenwert beigefiigt); verglichen 
habe ich dann méglichst nur jene np, und np,, die durch Ablesung am 
gleichen Skalenteilstrich ermittelt worden waren, da der beim Ubergang 
zum nachsten Teilstrich der Skala eventuell eintretende Sprung kleinen 
Differenzen gegeniiber bereits merklich ins Gewicht fallt 2). 

Mit jedem Serum stellte ich mindestens zwei Versuche an; auBerdem 
untersuchte ich immer je eine Probe des Serums allein (ohne Substrat), 
die unter Weglassung der mit dem Serumzusatz verbundenen MaBinahmen 
ebenso behandelt wurde, wie die aus Serum und Substrat zusammengesetzten 
Reaktionssysteme. (In einigen Fallen habe ich mangels einer geniigenden 
Anzahl von Versuchsglischen anstatt eines solchen fiir das Serum eine 
Glasphiole von entsprechender GréBe verwendet.) 


Es folgt nunmehr die tabellarische Zusammenstellung der Versuche: 
Tabelle I umfaBt die mit Seren. von Mannern ausgefiihrten Kontroll- 
versuche, Tabelle II die Versuche mit Schwangerenseren. 


(Die Abkiirzungen: Skal., und Skal., bedeuten die bei der ersten 
bzw. zweiten Bestimmung im Mittel abgelesenen Skalenteile der Refrakto- 
meterskala ; nD, und nD, die aus den zugehérigen Skalenwerten berechneten 
Brechungsindices, reduziert auf die Wellenlange der Natriumlinie D.) 


Anmerkungen zu Tabelle II. 

Zu Nr. 24. Bei der ersten np-Bestimmung wurde am Teilstrich 54, bei 
der zweiten am Teilstrich 55 der Refraktometerskala abgelesen. Wegen des 
beim Wechsel des Skalenteilstriches eintretenden Sprunges mute man von 
Skal., mindestens 0,1 Skalenteile abziehen, um np, mit np, vergleichen zu 
kénnen: statt Skal., 55,38 und dem zugehérigen np, 1,34850 war also zu 
setzen Skal., 55,28 baw. np, 1,34846, daher statt np, — np, = + 0,00017 
nur Np, — Np, = + 0,00013. 

Zu Nr. 26, 27 und 28. In diesen Fallen war zur ersten np-Bestimmung 
keine scharfe Grenzlinie zu erzielen: Der dunkle Teil des Gesichtsfeldes 
war vom hellen durch einen schmalen, grauen Streifen getrennt, so daB 
man entweder auf die Grenze zwischen hellem Teil des Gesichtsfeldes und 
dem Streifen oder auf die Grenze zwischen Streifen und dem dunklen Teil 


1) Wenn ich mir eine oder die andere der am Vortag gefundenen Skalen- 
werte wider Willen gemerkt hatte, suchte ich das die Objektivitat stérende 
Erinnerungsbild durch Abschreiben einiger alterer Ablesungsreihen zu 
verdringen, was meist rasch gelingt. 

2) Vgl. hierzu 8.423, Anmerkung1 der methodischen Vorarbeit. 
Inzwischen wurde ich von der Firma Zeiss belehrt, daB der beschriebene 
Ubelstand von einem Fehler bei der Justierung des Instrumentes herriihrt 
und beseitigt werden kann. 
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des Gesichtsfeldes einstellen konnte. Die bei der ersten bzw. zweiten Ein- 
stellung gewonnenen Werte habe ish mit dem Index a bzw. b versehen. 
Bei der np-Bestimmung am Ende der Versuche war eine scharfe Grenzlinie 
vorhanden. Ich habe in jedem Falle beide mégliche Differenzen gebildet 
und in der Tabelle angegeben. 

Zu S.S. XI, ,,Serum allein‘**. Hier war bei der Untersuchung des 
Serums ohne Substrat statt des Versuchsgliischens eine Glasphiole ver- 
wendet worden, bei deren Zuschmelzen sich durch zu starkes Erhitzen ein 
kleines Gerinnsel im Serum gebildet hatte; dies diirfte an der starken Ab- 
nahme des Brechungsindex schuld sein. 


Ergebnis. 

Die Betrachtung der letzten Spalte der Tabelle II zeigt, daB die 
beobachteten Ausschlige in einem Bereich von —0,00012 bis + 0,00013 
liegen, welche begrenzenden Werte man jedoch nur ausnahmsweise 
auftreten sieht. Da ich bei der Untersuchung mit Fehlern von eben 
dieser GréBenordnung zu rechnen hatte, sind die Ergebnisse der ein- 
zelnen Versuche hinsichtlich des Nachweises der gesuchten Ferment- 
wirkung negativ zu nennen. 

Das schlieBt zunachst nicht aus, dab sehr geringe Fermentwirkungen 
dieser Art, soweit ihnen keine das obige Bereich iiberschreitenden 
Np-Zunahmen entsprechen, doch vorgekommen sein kénnen. Solche 
kleine, bei den einzelnen Versuchsergebnissen im Fehlerbereich ver- 
borgene positive Ausschlige miBten jedoch eine in diesem Sinne ge- 
richtete Verschiebung des aus einer Mehrzahl der Versuchsresultate 
gebildeten Mittelwertes zur Folge haben. Der Vergleich dieses Mittel- 
wertes mit einem aus entsprechenden Kontrollversuchen gewonnenen 
erméglicht es zu erkennen, ob eine fermentative Auflésung der Sub- 
strate stattgefunden hat, selbst wenn die Ausschlige etwa nur von der 
GréBenordnung der Fehler waren, mit denen die Mittelwerte behaftet 
sind. 

Um dies fiir mein Beobachtungsmaterial zu entscheiden, bilde ich 
das arithmetische Mittel aus den Ergebnissen: 

a) der Versuche mit Serum allein!): M,, 

b) der Versuche mit Mannerserum+ Placenta (Tabelle I, Nr. 1 

bis 15): M,, 
c) der Versuche mit Schwangerenserum + Placenta (Tabelle II, 
Nr. 1 bis 34): M,. 

Wegen der spurenweisen spontanen Léslichkeit der Substrate ist 
zu erwarten, da®B der erste Mittelwert etwas kleiner sein wird als 
der zweite. Eine, wenn auch geringe fermentative Auflésung der 


1) M, ist gebildet aus den Resultaten der Serumkontrollen beider 
Versuchsreihen (Tabelle I und II); ausgeschlossen habe ich den Fall: 
Tabelle IT, S. S. XI, da dort ein grober Fehler vorliegt. 
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Placenta durch das Schwangerenserum aber wiirde darin zum Ausdruck 
kommen miissen, daB M, gréBer wird als M,. 
Die Rechnung ergibt fiir die Mittelwerte und deren wahrscheinliche 
Fehler!): 
M,=-— 4.10°° +7.10-° 
M, =+9.10-° +8.10-° 
M, =+11.10-° +46.10-° 


Es zeigt sich, daB M, mit erheblicher Wahrscheinlichkeit etwas 
kleiner als M, genannt werden kann; M, und M, aber stimmen im 
Bereiche ihrer wahrscheinlichen Fehler so weit iiberein, daB sie als 
gleich zu bezeichnen sind. Dies, obwohl ich bei den Schwangerschafts- 
versuchen im Falle von Doppelablesungen (Tabelle II, Nr. 2,4 und 29) 
immer den fiir einen positiven Ausfall giinstigeren Wert und bei den 
zweifelhaften Versuchen (Tabelle IT, Nr. 26, 27 und 28) beide Ergebnisse 
zur Mittelwertsbildung genommen hatte. 

Es berechtigt das zu der Aussage, da8 unter Einwirkung der 
Schwangerenseren eine fermentative Auflésung der Placenta auch nicht 
bis zu mp-Zunahmen von der GréBenordnung der Mittelwertsfebler 
stattgefunden hat; denn selbst im ungiinstigsten Falle waren durch 
eine Fermentwirkung bedingte Ausschlige von durchschnittlich 
+16.10~° = +0,0000l6 noch bemerkt worden. 

Zum Schlusse sei noch ein Versuch beschrieben, den ich nach dem 
MiBlingen des Abwehrfermentnachweises unter meinen bisherigen Versuchs- 
bedingungen, angeregt durch eine Arbeit J. Hekmans*) angestellt habe. 
Dieser Autor fand bei Untersuchung der proteolytischen Wirkung des 
menschlichen Serums (gepriift gegen Casein), daB diese beim Verdiinnen 
des Serums mit NaCl-Lésung deutlicher hervortritt. Eine ahnliche Be- 
giinstigung ware auch fiir Abwehrfermentreaktionen méglich. Doch auch 
in dem folgenden Versuche konnte ich einen positiven Ausfall nicht erzielen: 


Versuch Nr. 35a bis c. (Dazu Tab. IIL.) 
Schwangerenserum XIV (26 jahrige 1.—para im 8. lun. Monat). 
Blutentnahme: 16. November 1921 etwa 9 Uhr vormittags. 
Zentrifugiert: 16. November 1921, etwa 9 Uhr 30 Minuten vormittags. 
Versuchsbeginn: 16. November 1921, etwa 12 Uhr vormittags. 
Ausfiihrung der Untersuchung: B (Quellung ohne Wasserbad). 
Versuchsdauer: 24 Stunden. 

Versuchstemperatur: + 21, + 20, + 20°C. 


1) Der wahrscheinliche Fehler eines Mittelwertes aus n Versuchs- 
resultaten wird berechnet als 
anf? 


E,, = 0,674 ) nin — 1) ’ 


wobei 4 die Abweichungen des einzelnen Resultates vom arithmetischen 
Mittel aller bedeutet. 

2) J. Hekman, Ned. Tijdschr. v. Geneesk. 1, 781, 1917 (zitiert nach dem 
Referat im Zentralblatt fiir Biochemie und Biophysik 20, 55, 1919). 
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Temperatur des Temperierbades bei _ 9 2# 2 es 
der ersten und zweiten Bestimmung: e 2 ZL es = = 
+ 17,5 + 0,07 bzw. + 17,5 + 0,05° C. l Se | z = z = 

Substrat: Placenta III. oT eS oe 

Absolute Mengen des Substrates und = 1 | 5 i ks a 
der Systemfliissigkeit wie bei den fritheren 
Versuchen. ees cage gig abe 

Die Serumverdiinnungen sind etwa Py po ie I. 
eine halbe Stunde vor dem Beginn des 2 — \ ie Hees, 

Versuches bereitet. al - al 
Zusammenfassung. a 

Mit dem von F. Pregl und M. de 7 as | # ai 
Crinis!) zum Nachweis von Abwehr- fe Se Se ee 
fermenten angegebenen Verfahren habe sais palorpaateat ta 
ich unter Versuchsbedingungen, die sich 
mir aus der Diskussion der Fehler- _ &€F8 £3 8 B 
quellen?) ergeben hatten, nach der P 344 <7 3 3 
proteolytischen Wirkung des Schwan- al = - 
gerenserums auf PlacentaeiweiB ge- 
sucht. Bei der hier mitgeteilten Haupt- a¢ 
versuchsreihe wurden mit 13 Seren von =| Z| _ ~ eae ae . 
Schwangeren im siebenten bis zehnten 7] 7) SSS & 2B 2 8 
lun. Monat 34 Untersuchungen ange- rastegp yb iaa Mb hase Etiten 
stellt, zu denen ich drei Placenta- 3 a - me 
praparate als Substrate verwendete. Zz 3 3 1g 


In keinem einzigen Falle habe ich eine i 
fermentative Auflésung des Substrats : ; 
feststellen, noch eine solche durch den 
Vergleich derSchwangerschaftsversuche 
mit den entsprechenden Kontrollver- : 
suchen erschlieBen kénnen. 

Unter Hinweis auf die der Anwen- 
dung des Verfahrens vorangegangene 
Ermittelung seiner Fehlergrenzen und 
wegen des Umstandes, da8B die durch- 
gefiihrte statistische Auswertung des 
ganzen Beobachtungsmaterials auch 
innerhalb des Fehlerbereichs der ein- 
zelnen Versuche liegende Ferment- 
wirkungen erfaBt haben wiirde, ist als 
Ergebnis zu verzeichnen, daB unter der 


. 


System 





+ Placenta ITI 
Placenta ITI 


1) Siehe S. 492 Anmerkung 1. 
2) Siehe S. 492 Anmerkung 4. 





1 Vol.-Teil Serum + 1 Vol.-Teil physiol. NaCl-Lsg. 
1 Vol.-Teil Serum + 1Vol.-Teil physiol. NaCl-Lsg. 


1 Vol.-TeilSerum + 24 Vol.-Teile physiol. NaCl-Lsg. 
1Vol.-TeilSerum + 24 Vol.-Teile physiol. NaCl-Lsg. 


Serum (unverdiinnt) + Placenta ILI 


Serum (unverdiinnt) . 


+ 
menue ee silo aa ome ena en oe 
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Kinwirkung der untersuchten Schwangerenseren keine fermentative 
Auflésung der Placentapraiparate stattgefunden hat, die mit der 
Methode hatte erfaBt werden kénnen. 

Dieses Ergebnis meiner Versuche steht in Widerspruch mit den 
giinstigen Erfahrungen, die Pregl und de Crinis beim serologischen 
Schwangerschaftsnachweis mit der Methode gemacht haben. Als Er- 
klarung hierfiir scheinen mir zunichst folgende zwei Moéglichkeiten 
in Betracht zu kommen: Entweder die Reproduzierbarkeit der Mikro- 
Abderhalden-Reaktion hangt von noch nicht aufgeklarten Umstanden 
ab oder aber, es kommen spezifisch gegen Placenta eingestellte Serum- 
fermente, wie sie die Lehre Abderhaldens fordert, in spateren Stadien 
der Schwangerschaft nicht regelmaBig vor. 




















Versuche iiber die Nachweisbarkeit 
immunisatorisch bedingter Fermentprozesse. II. 


Von 
Ernst Kupelwieser, Graz und H. Wastl, Wien. 


(Eingegangen am 11. Januar 1924.) 


Die der Erwartung nicht entsprechenden Erfahrungen, welche der 
eine von uns!) bei dem Versuche gemacht hatte, die serologische 
Schwangerschaftsreaktion mit der Refraktometermethode [,,Mikro- 
Abderhalden-Reaktion“*]*) unter quantitativen Kautelen zu wieder- 
holen, bestimmten uns, weitere Versuche dieser Art unter serologisch 
reineren und woméglich giinstigeren Bedingungen anzustellen. Wahrend 
man sich bei den Schwangerschaftsversuchen hinsichtlich der Vor- 
behandlung auf den im Einzelfalle nicht kontrollierbaren Ubertritt 
‘von PlacentaeiweiB ins miitterliche Blut verlassen muBte und das 
immunisatorisch wirksame Antigen der Natur der Sache nach ein 
arteigenes, nur blutfremdes sein konnte, sollten nunmehr im Tier- 
versuche durch planmaBige Vorbehandlung mit artfremdem Eiweib 
Immunseren gewonnen und mit diesen der Fermentnachweis versucht 
werden. 

Es kam uns darauf an, Immunseren zu erzeugen, mit denen sich 
erfahrungsgemaB besonders deutliche Effekte im Sinne einer positiven 
,,Abderhalden-Reaktion“ erzielen lassen sollten. Wir griffen darum 
zuriick auf die Untersuchungen von H. Pfeiffer und S. Mita’), die 
uns eine breite Erfahrungsgrundlage fiir die Gewinnung solcher Seren 
boten. H. Pfeiffer hatte*) im Laufe seiner Arbeiten iiber Anaphylaxie 
gefunden, dai nach parenteraler Zufuhr von artfremdem EiweiB das 
Serum der vorbehandelten Tiere (Meerschweinchen) die Eigenschaft 


1) E. Kupelwieser, diese Zeitschr. 145, 492, 1924. 

*) F. Pregl und M. de Crinis, Fermentforschung 2, 58, 1917; quan- 
titative Ausarbeitung der Methode bei FE. Kupelwieser, diese Zeitschr. 131, 
413, 1922. 

3) H. Pfeiffer und S. Mita, Zeitschr. f. Immunitiatsforschung 6, 18, 1910. 

*) H. Pfeiffer, Vortrag vom 25. November und vom 2. Dezember 1909, 
gehalten in der Gesellschaft fiir Morphologie und Physiologie zu Graz. 
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gewinnt, mit dem Antigen der Vorbehandlung, und zwar nur mit 
diesem, in folgender Weise zu reagieren: Digerierte er ein Gemisch 
des Immunserums mit dem als Antigen verwendeten artfremden Serum, 
so traten in dem Gemisch inkoagulable EiweiBspaltprodukte auf, was 
er als Folge einer in spezifischer Weise ausgelésten Fermentreaktion 
deutete1). In der oben angefiihrten ausfihrlichen Arbeit mit S. Mita 
wird durch zahlreiche Versuche und entsprechende Kontrollen der 
Beweis fiir den regelmaBigen Eintritt dieser neuen Reaktion erbracht, 
und es werden unter anderem die fiir die Gewinnung besonders wirk- 
samer Immunsera giinstigen Bedingungen ermittelt: Als solche er- 
gaben sich fiir das Meerschweinchen?) als Versuchstier hinsichtlich 
der Vorbehandlung die wiederholte intraperitoneale Einverleibung des 
Antigens in bestimmten Mengen und in bestimmten zeitlichen Ab- 
stiinden; ferner zeigte sich, daB Immunsera, die man im Stadium der 
Antianaphylaxie gewinnt, ganz besonders wirksam sind§). 

Diese die Wahl des Versuchstieres und die Vorbehandlung be- 
treffenden Vorschriften haben wir tibernommen, da sie hochwirksame 
Seren zu gewinnen versprachen. Dagegen unterscheiden sich unsere 
im folgenden mitgeteilten Versuche wesentlich darin von denen der 
genannten Autoren, daB diese in einem Gemisch des Immunserums 
mit dem chemisch unveranderten Antigenserum nach dem Auftreten 
von LEiweiBspaltprodukten fahndeten (Biuretreaktion nach Ent- 
eiweiBung) ; wir aber suchten, indem wir mit der Refraktometermethode 
arbeiteten, nach der fermentativen Auflésung eines aus dem Antigen- 
serum hergestellten festen Substrats im Immunserum. Da die von 
E. Abderhalden und seiner Schule fiir diese Immunititsreaktion ver- 
antwortlich gemachten spezifischen Fermente auch feste Substrate anzu- 
greifen imstande sein sollen, war im Sinne dieser Lehre zu erwarten, 
daB die von H. Pfeiffer und S. Mita fiir ihre Reaktion als besonders 
giinstig gefundenen Bedingungen ebenso dem positiven Ausfall der 
Mikro-Abderhalden-Reaktion férderlich sein wiirden. 


1) E. Abderhalden, der gleichzeitig und unabhangig auf anderem Wege 
zu ahnlichen Beobachtungen kam, hat die Lehre von den spezifischen 
Serumfermenten aufgestellt. Siehe H. Abderhalden, ,,Die Abderhaldensche 
Reaktion“, J. Springer, Berlin 1922, in welcher 5. Auflage der ,,Abwehr- 
fermente‘‘ Abderhalden diese von ihm seinerzeit gegebene Benennung 
wieder fallen und die Frage nach der Entstehung der Fermente offen laBt, 
wohl aber an ihrer Spezifitat festhalt. Erste Mitteilung seiner Beob- 
achtungen: E. Abderhalden und Pinkussohn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 
100, 1910 (eingegangen am 6. Dezember 1909). 

2) Mit Immunseren von Kaninchen lieB sich die Reaktion nicht nach- 
weisen. 

3) Dies konnte E. Zunz und P. Gyérgy (Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 
28, 402, 1915) auch fiir den Hund als Versuchstier bestatigen. 
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Beschreibung der Versuche. 


Die Vorbehandlung der Versuchstiere geschah in Befolgung der Pfeiffer- 
schen Vorschriften wie folgt: Gesunden Meerschweinchen wurde an drei 
aufeinander folgenden Tagen je 1 ccm eines mit physiologischer Kochsalz- 
lésung zum Hundertfachen seines Volumens verdiinnten Rinderserums 
intraperitoneal injiziert. Um die Eigengiftigkeit des als Antigen angewandten 
Rinderserums herabzusetzen, wurde es vor dem Gebrauch 30 Minuten lang 
im Wasserbade bei einer Temperatur von + 56°C gehalten. 15 bis 21 Tage 
nach der letzten Injektion bekamen die Tiere abermals intraperitoneal 
1,5 bis 2 ccm von dem unverdiinnten, wie oben inaktivierten Rinderserum; 
24 Stunden spater wurde die Reinjektion wiederholt. Auf die erste Reinjektion 
reagierten die Tiere mit einem individuell etwas verschieden starken 
Temperaturabfall als Zeichen eines subletalen anaphylaktischen Schocks, 
der nach wenigen Stunden in Erholung tiberging. Auf die zweite Reinjektion 
reagierten die Tiere in typischen Fallen mit einer viel geringeren Temperatur- 
anderung oder gar nicht. 

Nur Tiere, die sich sicher in einem antianaphylaktischen Zustand 
befanden, wurden weiter verwendet und zum Zwecke der Serumgewinnung 
5 bis 7 Tage nach der zweiten Reinjektion aus der Art. carotis unter asep- 
tischen Kautelen entblutet. Die folgende Tabelle enthalt die naheren 
Angaben iiber Vorbehandlung und Temperaturreaktion jener Tiere, deren 
Seren zur Untersuchung kamen: 


























Tabelle I. 
lal | g igee lege | "omamn |ysa | “samen | ae 
y lai 8/4) 2 eesiee2di ezie. Sse) eg is. fee 
22/3/58) 2 Seec ges = 82/28 EX sh. sie 
ayg)2/2) = betsin8e | Bs Seni 5d8) gas Be 
we l’lele| 8 | cm [es la” | om | es [o* [ang 
i} | i 
I ot |366 397 17 20 385 355 20 | 38,8 37,7 c 
II | 389 soe) a 18 15 | 380 346 20 | 383 375 | 7%, 
TIL) 380 410/52 18 20 386 354 15 | 380 385 7, 
Vo 345 305, 8=3 19 © 20 38.2 350 20 390 395 7 
VQ 304 375. 3£2| 20 2,0 | 390) 355 20 | 38,7 385 | 6"), 
VI|o |209/330/S52/ 21 20 390/315 20 | 39.2 39,2 | 6, 
VII co | 298 405) 333 | 21 15 388) 29.7 20 | 389 388 6'/, 
VIII | 384/530 $2) 22 | 1,5 388 370 20 390 395 7 
X 9 |362/340/235 17 | 20 389 368 20 392) 390 6 
XIV ||Q 39039055 19-20 | 388 368) 20 390 390 6 
XV iQ 470 450 2 99 | 20 1388 366 | 20 395/390 5 
XVI|9 460 500, 20 | 20 | 390 370) 20 384 | 385 6 





Das zu untersuchende Blut wurde in sterilen Zentrifugierréhrchen 
aufgefangen und nach dem Eintritt der Gerinnung 10 Minuten lang zentri- 
fugiert; dann wurde das Serum in ebenfalls sterile Probierréhrchen iiber- 
tragen und wohlverschlossen sowie lichtgeschiitzt bei der Temperatur des 
flieBenden Wasserleitungswassers (+ 8 bis + 10°C) bis zum Versuchs- 
beginn aufbewahrt. 

Biochemische Zeitschrift Band 145. 33 
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Als Substrat verwendeten wir ein aus Rinderserum nach der Methode 
F. Pregls') hergestelltes Trockenpriparat; es ist das in der methodischen 
Vorarbeit des einen von uns*) mit ,,R.-Ser.‘‘ bezeichnete Praparat. Seine 
Eigenschaften sind aus jener Arbeit zu ersehen (Spontane Léslichkeit: 
8. 434 ff., Tabelle XI; Abbaufaihigkeit, mit Trypsin gepriift: 8S. 453, 
Tabelle XX VII und 8S. 471, Tabelle XXXVI). Vor Beginn der hier mit- 
geteilten Versuchsreihe wurde die Abbaufahigkeit des Priaparates neuerdings 
mit Trypsin gepriift und erhalten gefunden. 


Beziiglich der Ausfithrung der Untersuchungen kénnen wir uns unter 
Hinweis auf die unmittelbar voranstehende erste Mitteilung*) noch kiirzer 
fassen als dort: Je 0,01 g Substrat wurde auf + 0,001 g genau in die 
Versuchsgliischen eingewogen, dann wurde siedende physiologische Kochsalz- 
lésung zugesetzt und iit dieser blieben die Substrate eine halbe Stunde 
am Wasserbade (bei etwa + 95°C) und mindestens ebenso lange bei 
Zimmertemperatur zum Quellen stehen. Hierauf wurde die Kochsalzlésung 
abgesaugt und zum gequollenen Substrat 0,5 ccm des zu untersuchenden 
Serums zugesetzt. Die so beschickten Glaschen kamen nun fiir 5 Minuten 
auf den Mischer, 5 Minuten spater wurde nach kurzem Zentrifugieren die 
erste Probe (0,05 cem) entnommen und in dieser der Brechungsindex des 
fliissigen Systemanteils bestimmt: ,,np, “. 


(Es blieben also hier nach der Probeentnahme 0,45 ecem Systemfliissig- 
keit zuriick. Eine Uberschlagsrechnung zeigt, daB dabei Empfindlichkeit 
und Fehlerbereich der Untersuchung noch von gleicher GréSenordnung 
bleiben wie bei Versuchen mit 0,5 ccm Systemfliissigkeit.) 


Fiir die ganze Versuchsdauer kamen nun die Glaschen in ihren Haltern 
auf den Mischer, der etwa eine Umdrehung in der Minute machte. Die 
wiahrend des Versuches herrschende Zimmertemperatur ist fiir jeden Versuch 
in den Tabellen II und III angegeben. Am Ende des Versuches wurde in 
einer zweiten, nach kurzem Zentrifugieren dem Glaschen entnommenen 
Serumprobe neuerlich der Brechungsindex bestimmt: ,,np,“‘. 


Die Bestimmung des Brechungsindex mit dem Pulfrichschen Eintauch- 
refraktometer (Nr. 13807 der Firma C. Zeiss) geschah in derselben Weise 
wie bei den in der ersten Mitteilung beschriebenen Versuchen mit Schwangeren- 
sera. Mit jedem Immunserum stellten wir vier Versuche an und unter- 
suchten daneben eine Probe jedes Serums allein (ohne Substrat) unter den 
gleichen Versuchsbedingungen wie die aus Serum und Substrat zusammen- 
gesetzten Reaktionssysteme. Zum Vergleich mit den Immunserumversuchen 
wurde eine Anzahl analoger Versuche mit dem Serum von unvorbehandelten 
Meerschweinchen ausgefiihrt. 


Die folgende tabellarische Zusammenstellung der Versuche faBt in 
der Tabelle II die Versuche mit Normalseren, in der Tabelle III die 
Versuche mit den im antianaphylaktischen Stadium der Immuntiere 
gewonnenen Seren zusammen: 


1) F. Pregl, Fermentforschung 1, 7, 1914; die Herstellung von Preglschen 
Trockenproteinen aus Serum hat L. Léhner (ebendaselbst 5, 41, 1921) be- 
schrieben. 

*) EZ. Kupelwieser, diese Zeitschr. 181, 413 (434), 1922. 

3) Derselbe, ebendaselbst 145, 492, 1924. 
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Ergebnis. 


Wie man aus der letzten 
Spalte der Tabelle III er- 
sicht, liegen die bei den Ver- 
suchen mit Immunserum 
+ Substrat erhaltenen Aus- 
schlage zwischen den 
Werten — 0,00006 und 
+ 0,00012. Von derselben 
GréBenordnung sind die 
Fehler, mit denen man bei 
Einhalten aller Vorsichts- 
maBregeln, die sich aus der 
Diskussion der Fehlerquel- 
len ergeben, zu rechnen 
hat!). Daher sind die Er- 
gebnisse unserer einzelnen 
Untersuchungen _hinsicht- 
lich des Nachweises einer 
fermentativen Auflésung 
der Substrate als negativ 
zu bezeichnen. 

Um etwa doch statt- 
gehabte Fermentwirkungen 
zu erfassen, die wegen ihrer 
Geringfiigigkeit im Fehler- 
bereich der einzelnen Unter- 
suchungen verborgen ge- 
blieben waren, haben wir 
das vorliegende Beobach- 
tungsmaterial —statistisch 
ausgewertet in der gleichen 
Art, wie dies in der ersten 
Mitteilung geschehen ist). 
Bezeichnen wir die Mittel- 
werte aus den Ergebnissen 
der Versuche mit Serum 


1) Vgl. die voranstehende 
erste Mitteilung und die 8.508 
unter Anmerkung 2 ange- 
fiihrte Arbeit. 

2) Vgl. S. 499 und 502 
der ersten Mitteilung. 


Ul, 


Tabelle 
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Nachweisbarkeit immunisatorisch bedingter Fermentprozesse. II. 
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allein und der Versuche mit Normalserum bzw. mit Immunserum 
Substrat wieder mit M,, M, bzw. M,, so ergibt die Rechnung 
fiir diese Mittelwerte und deren wahrscheinliche Fehler: 
M, = +236.10°* +6. 19-° 
M,.=.+11.10-* . +7.10-§ 
M, = +14.10-©° +4.10-®!). 

M, ist hier gréBer als die beiden anderen Mittelwerte, was mit 
Adsorptionsvorgingen zwischen Serum und Substrat zusammen- 
haingen mag. Ausschlaggebend fiir die Frage nach einer Ferment- 
wirkung aber ist es, daB M, und M, im Bereiche ihrer wahrschein- 
lichen Fehler tibereinstimmen: Es hat also unter der Einwirkung der 
Immunseren eine fermentative Auflésung des Substrats auch nicht bis 
zu Ausschlagen von der GréBenordnung der Mittelwertsfehler statt- 
gefunden. (Durch eine Fermentwirkung bedingte Ausschlige von 
+13.10-° = +0,000013 waren selbst im ungiinstigsten Falle an 
einer in positivem Sinne gerichteten, merklichen Verschiebung von 
M gegen M, zu erkennen gewesen.) 


Zusammenfassung. 


Durch Vorbehandlung mit inaktiviertem Rinderserum wurden 
Meerschweinchen in einen auf dieses Antigen eingestellten Zustand der 
Antianaphylaxie versetzt und ihre in diesem Stadium gewonnenen 
Seren mit der Refraktometermethode [Mikro-Abderhalden-Reaktion]?) 
hinsichtlich ihres gegen das Antigen der Vorbehandlung gerichteten 
proteolytischen Vermégens untersucht. Das Ergebnis der ganzen 
Versuchsreihe (12 Immunsera, 47 Versuche) war ein eindeutig negatives : 
Die erwartete Fermentwirkung konnte weder in den einzelnen Unter- 
suchungen festgestellt werden, noch lieferte die statistische Auswertung 
des gesamten Beobachtungsmaterials, die auch im Fehlerbereich der 
einzelnen Untersuchung gelegene Fermentwirkungen erfaBt haben 
wiirde, den geringsten Anhaltspunkt fiir eine fermentative Auflésung 
des aus dem Rinderserum bereiteten festen Substrats unter der Ein- 
wirkung der Immunseren. 

Dies ist um so auffallender, als nach den auf zahlreiche Versuche 
gestiitzten Erfahrungen von H. Pfeiffer das Serum antianaphylaktischer 
Meerschweinchen in hervorragendem Mae Trager einer proteolytischen 
Fermentwirkung ist, die beim Zusammentreffen dieses Immunserums 


1) Mg ist gebildet aus den Resultaten der Serumkontrollen mit Normal- 
serum, wie auch der mit Immunserum. Von den 48 Versuchen der Tabelle III 
ist Nr. 6 bei der Bildung von M, ausgeschlossen worden, da dort offenbar 
ein grober Fehler vorliegt. Vgl. Anmerkung zu Tabelle ITI. 

2) Siehe S. 505 Anmerkung 2. 
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mit dem Antigen der Vorbehandlung in vitro auftritt. DaB die bei 
der versuchten Schwangerschaftsreaktion erhobenen negativen Be- 
funde!) sich nun unter schwerer wiegenden Umstinden wiederholen, 
weist darauf hin, daB tiefere Griinde als das ausnahmsweise MiBlingen 
einer Versuchsreihe fiir das Versagen der Mikro-Abderhalden-Reaktion 
zu suchen sind. Man wird da an die von H. Sachs*) mit gewichtigen 
Griinden vertretene Anschauung zu denken haben, nach welcher der 


hier betrachtete FermentprozeB — im Gegensatz zu E. Abderhaldens 
Lehre von den spezifischen (Abwehr-) Fermenten — fiir eine durch 


das Zusammentreffen des Immunserums mit dem Antigen in spezi- 
fischer Weise ausgeléste unspezifische Serumautolyse zu halten ist). 
Ihr Auftreten wire also gekniipft an die zwischen Immunserum und 
Antigen sich abspielende EiweiB-AntieiweiBreaktion, deren Zustande- 
kommen bei den Versuchen von H. Pfeiffer und S. Mita dadurch 
sichergestellt war, daB sie das Antigen in unverindertem Zustande 
in ihr Reaktionssystem einfiihrten; hingegen wird bei Verwendung 
des zu einem Trockenpriparate veranderten Antigens die Méglichkeit 
einer EiweiB-AntieiweiBreaktion zumindest in Frage gestellt, wenn 
nicht ausgeschlossen. 

Diese Erwaigung gab die Richtung an, nach welcher die Versuche 
weitergefiihrt werden. 


1) Siehe S. 508 Anmerkung 3. 

2) Zusammenfassende Darstellung: H. Sachs, Kolloid-Zeitschr. 24, 
113, 1919. 

8) Auch H. Pfeiffer und S. Mita sprechen nie von spezifischen Fermenten, 
sondern vom Auftreten eines proteolytischen Fermentes, das beim Zusammen- 
treffen des Immunserums mit dem Antigen der Vorbehandlung in 
spezifischer Weise aktiviert wird. 











Uber neue 
synthetisch dargestellte Nitrophenolglucoside nebst Beitrigen 
zur Desinfektionskraft und Giftigkeit der Nitrophenole. 


Von 
Erhard Glaser und Wilhelm Wulwek. 


[Aus dem chemischen Laboratorium (des friiheren Volksgesundheitsamtes) 
des jetzigen pharmakognostischen Universitatsinstituts in Wien. ] 


(Eingegangen am 11. Januar 1924.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die Bedeutung der im Tier- und Pflanzenkérper entstehenden 
Phenole ist noch nicht geniigend erkannt. 


Sie werden als Index fiir Faulnisprozesse (1) im Darme betrachtet. 
Von Berthelot (2) wurde aus Stiihlen von Patienten ein Bacillus pheno- 
logenes isoliert, der sich durch die Fahigkeit, aus Tyrosin Phenol zu bilden, 
auszeichnet. Eine Methode zur Darstellung desselben aus der menschlichen 
und tierischen Darmflora wurde von ihm angegeben (3). Dadurch wurde 
ein genaueres Studium des Verhaltens der Phenole im Organismus schon 
eher ermdéglicht. Nach Darmverschlu8 nehmen freie und Gesamtphenole 
zu. Durch wasserarme Ernahrung wird die Ausscheidung von Phenolen 
gesteigert. Rhein (4) stellte fest, daB der Bacillus phenologenes auch aus 
p-Oxybenzoeséure Phenol abbauen kann. Diese Tatsache ist zweifellos 
wichtig fiir die intestinale Autointoxikation. Auch von anderen Bakterien 
ist bekannt, daB sie Phenol zu bilden vermégen. Derselbe Autor (5) konnte 
in Kulturen von Tetanus- und Pseudotetanusbazillen durch verschiedene 
Reaktionen Phenol nachweisen. Von Bokorny (6) konnte festgestellt werden, 
da8 Phenole neben Formaldehyd, Oxybenzaldehyd, Essigséure in geeigneter 
groBer Verdiinnung sogar fiir niedere Organismen als Nahrstoff (Kohlenstoff- 
quelle fiir Pilze) dienen kénnen. F. Werhwizen (7) konnte aus Blattern des 
Coleus ambomitus Lonz in der aromatischen Riechstoffmenge desselben 
Carvacrol feststellen. 


So sieht man im Tier- und Pflanzenkérper Phenole entstehen. 
Inwieweit Fermente dabei eine Rolle spielen, ist noch nicht durch- 
sichtig. Nicht einmal der Mechanismus der Phenolasen ist ganz sicher. 
Zur Ausscheidung gelangen dic Phenole als gepaarte Phenolderivate, 
von denen die Paarung mit der Glucuronsaure schon auf eine gewisse 
Affinitét mit Glucose beim fermentativen Aufbau hinweist. Doch 
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geht nicht immer eine vermehrte Phenolbildung im Darme mit einer 
Vermehrung der Produktion der gepaarten Phenolderivate einher. Dies 
geschieht nach Dubin(8) bei AusschluB der Galle vom Darme und 
dirfte in einer verminderten Verdauungsfihigkeit und einer herab- 
gesetzten Hinderung der bakteriellen Tatigkeit zu suchen sein. 

Noch weniger wissen wir in obigen Belangen vom Nitrophenol, 
obwohl die drei isomeren Verbindungen desselben chemisch genau 
untersucht sind. Von E.Glaser und Priifer(9) wurde vor kurzem 
festgestellt, da das Einfiihren einer Nitrogruppe in das Kresol die 
Desinfektionskraft desselben steigert, eine Erscheinung, die darauf 
zurickgefiihrt wurde, weil dadurch der Saurecharakter desselben erhéht 
ist. Bekanntlich weist auch Chlorphenol, wo der Saurecharakter des 
Phenols durch das Halogenatom verstirkt ist, ebenfalls eine gréBere 
bakterizide Wirkung auf. Es war also von Interesse, diese Verhialtnisse 
auch beim Nitrophenol zu priifen, und zwar um so mehr, als bei den 
durch die Einfiihrung der Nitrogruppe erméglichten Isomerien analog 
dem Verhalten des o-, m- und p-Kresols (10) eine verschiedene Giftigkeit 
zu erwarten sein wird. 

Da die Giftwirkung des Kresols dem Phenol gegeniiber geringer 
ist, so scheint die CH,-Gruppe, welche das Kresol vom Phenol unter- 
scheidet, die Giftwirkung desselben herabzusetzen. Ebenso die Gift- 
wirkung herabsetzend, hat sich die Kuppelung des Zuckers an das 
Kresol in Form der atherartigen Bindung des Kresolglucosides (9) 
erwiesen. 

Diese Wirkung des Kresolglucosides wiederum ist ja nur als ein 
Pendant zu der vom Organismus bewirkten Unschidlichmachung der 
eingefiihrten bzw. im K6rper entstehenden Phenole in Form der Aus- 
scheidung derselben als gepaarte Phenolglucuronsiure anzusehen. 

Beziiglich dieser haben ja schon FE. Salkowski und C. Neuberg (11) 
nachgewiesen, da sie als $-Phenolglucosid der d-Glucuronsiure zu 
betrachten ist; es wurde hierfiir die Formel C,,H,,0, festgestellt. 

Es war daher von Bedeutung, die entsprechenden, bisher nicht 
bekannten Glucoside der Nitrophenole herzustellen, da sich auch hier 
entsprechende Analogien, von denen besonders in physiologischer 
Hinsicht die bakterizide und die toxische weiter untersucht werden 
sollten, ergeben diirften. Bei der Darstellung muBte sich natiirlich 
auch die Gelegenheit ergeben, das verschiedene chemische Verhalten 
dieser Produkte genauer zu studieren. 


Experimenteller Teil. 


Zur Darstellung der Glucoseacetylverbindung des o-, m- und p-Nitro- 
phenols wurde der bei friiheren Arbeiten (12) ahnlicher Art erprobte Gang 
eingehalten. Die isomeren Nitrophenolprodukte konnten leicht erhalten 
werden. Das aromatisch riechende, bei 45° schmelzende Orthonitrophenol 











516 E. Glaser u. W. Wulwek: 


ist gelb, wahrend das bei 114° schmelzende Paranitrophenol und das bei 
96° schmelzende Metanitrophenol farblos sind. Die weiterhin noch not- 
wendige Acetobromglucose wurde ebenfalls iiber die Pentaacetylglucose 
und Behandeln derselben mit Eisessigbromwasserstoff nach den dies- 
beziiglichen Literaturangaben [Koenig und Knorr, E. Fischer (13)] in guter 
Ausbeute und rein gewonnen, wobei die auf Grund der oben erwihnten 
friheren Arbeiten (9 und 12) dabei erzielten Erfahrungen beriicksichtigt 
und die gebotenen Vorsichten geiibt wurden. Ebenso wurden bei der 
Synthese die durch die friihere Praxis im obigen Laboratorium bewahrten 
Modifikationen der auch von Mauthner (14) bei der Herstellung der gluco- 
sidischen Bindungen der Oxyaldehyde gegebenen Vorschriften aufs neue 
bewahrt gefunden. 


Darstellung des Orthonitrophenolglucotetraacetats und Glucosids. 


Zur Synthetisierung des Zwischenproduktes, des Orthonitrophenol- 
glucotetraacetats wurden 3g, 1, 2-Nitrophenol in einer Lésung von 1,2 g 
NaOH in 30cem Wasser aufgenommen und mit 6,3 g Acetobromglucose 
in 45cem Aceton gelést, versetzt. Eine Temperaturerhéhung fand dabei 
nicht statt und es entstand immer eine homogene Mischung. Nach fiinf- 
stiindigem Stehen wurde das Aceton im Vakuum bis zur Kristallausscheidung 
abgedunstet und der konzentrierte Lésungsriickstand hierauf mit 300 cem 
Wasser versetzt, worauf sich, entsprechend der Unléslichkeit des Zwischen- 
produktes in Wasser, reichlich Kristalle ausschieden, welche auf der Nutsche 
abfiltriert und mit Wasser bis zum Verschwinden der gelben Farbe gewaschen 
wurden. Aus heiBem Alkohol umkristallisiert, resultierten farblose, lange 
Nadeln vom Schmelzpunkt 158 bis 159°, namlich das Orthonitrophenol- 
glucotetraacetat, welches in Alkohol, Methylalkohol (schwer), N H 3, Phenol, 
Chloroform und Aceton lislich war, sich dagegen in Wasser, Ather, Essig- 
siure und KOH nicht léste. Die Ausbeute betrug ungefaihr 65 Proz. des 
verwendeten Nitrophenols. 

Dieses Orthonitrophenolglucotetraacetat, welches entsprechend der 
Reaktion: 

C,H,NO,.0OH + C,,H,,O,Br + KOH = KBr + H,O + Cy H.3 049 N O, 


oder O:H HO 
C C,H, 0, (CH;CO), 
ot ‘CNO, 
HC, 'CH 
NZ 
Cc 
H 
zustandegekommen ist, gab bei der vorgenommenen Elementaranalyse 
nachstehendes Resultat: 
1. 0,1865 g Substanz: 0,3481 g CO, und 0,0837 g H,O. 
2. 0,1312g Substanz: 0,2456 g CO, und 0,0594 g H,O. 
Bei der Stickstoffbestimmung (nach Dumas) ergaben: 
1. 0,1575g Substanz: 3,89cem N (18°, 746 mm) 
2. 0,1502g Substanz: 3,84cem N (19°, 745mm) 
Cy9H,,;0;,N. Ber.: C = 51,17, H = 4,90, N = 2,98 Proz.; 


gef.: C = 50,88, H = 4,98, N 2,84 ,, 
C 2,93 ,, 


50,99, H = 5,03, N 
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Zur genaueren Untersuchung wurde noch die quantitative Bestimmung 
der Acetylgruppen nach der Methode von Wenzl (15) durchgefiihrt. Es 
wurde in verdiinnter Schwefelsiure (3: 2) verseift und zur Neutralisierung 
der tiberdestillierten Essigsiure 25cem KOH vom Titer 0,965 n/10 vor- 
gelegt. 

Hierbei wurden gefunden: 

1. Bei 0,1865 g Substanz wurden zum Zuriicktitrieren verbraucht 

7,8 cem HCl vom Titer 1,038 n/10. 
2) Bei 0,1742g Substanz wurden zum Zuriicktitrieren verbraucht 
8,9cem HCl vom Titer 1,038 n/10, 
woraus sich ein Gehalt von Acetylgruppen fir: 
Bote priate ee Gos: 
pa tn Eas a Sopa 
errechnet. 

Hierauf wurde mit dem Orthonitrophenolglucotetraacetat noch die 
Molekulargewichtsbestimmung nach Hijkmann vorgenommen. 

1. 0,162 g Substanz in 8,025 g Phenol gelést, gaben eine 4 = 0,32°. 

2. 0,1824 g Substanz in 8,552 g Phenol gelést, gaben eine 4 = 0,33°. 

Das Molekulargewicht wurde fiir: 

Cop H3032N ber. = 469, 
gef. = 454, 465. 

Zur optischen Untersuchung wurden 0,1044g Orthonitrophenol- 
glucotetraacetat in 15 ccm Chloroform (spezifisches Gewicht desselben bei 
18° = 1,469, spezifisches Gewicht der Lésung = 1,4707) gelést und im 
Halbnormatlrohr polarisiert. 


Die Drehung a betrug + 0,37°. Hiernach ist: 


18 100a 100 . 0,37 “ 
°D = T-p.d ~ T.0008. 1477 ~ +7610. 

E. Fischer und Hermann Strauss (16) haben bei der Darstellung des 
Tribromphenolglucosids bereits darauf hingewiesen, daB8 man um so vorsich- 
tiger beim Behandeln mit Laugen oder alkalischen Erden sein mu8, je mehr 
der mit Zucker verbundene Rest acylartigen Charakter annimmt. Es gelang 
ihnen naémlich das Verseifen desselben mit Baryt nicht. Da es sich hier 
um ein Mononitroderivat, demnach um einen weniger acylartigen Korper 
handelt, wurde hier ein Versuch mit Barytlauge gemacht. Jedoch auch hier 
miBgliickte dies und es wurde das Orthonitrophenol zuriickgewonnen. 

Um zum Orthonitrophenolglucosid zu kommen, wurden 3g fein- 
gepulvertes Tetraacetat in 225 ccm trockenen, frisch destillierten Methy]- 
alkohol suspendiert und in dasselbe nach dem Vorgange von EF. Fischer (17) 
und seiner Mitarbeiter gasférmiges, iiber Natronkalk getrocknetes Ammoniak- 
gas unter Ejiskiihlung bis zur vollkommenen Lésung eingeleitet, wozu 
ungefihr 1 Stunde erforderlich war. Die Lésung wurde hierauf 15 Stunden 
in Eis stehengelassen und im Vakuum bei 35° und 10mm Druck auf ein 
Drittel des Volumens und weiterhin bei Zimmertemperatur eingeengt, 
wobei sich Kristalle abschieden, die abfiltriert, solange sie nicht ganz trocken 
waren, an der Luft zerflossen. Aus Wasser umkristallisiert, mitissen sie gut 
und lange getrocknet werden, um bestindig zu sein. Aus der Mutterlauge 
lieBen sich noch weiter Kristalle gewinnen. 














518 E. Glaser u. W. Wulwek: 


Die farblosen Kristalle haben einen Schmelzpunkt von 130 bis 131°, 
sind hygroskopisch, léslich in Wasser, Alkohol, Methylalkohol, Aceton, 
Essigsiure und KOH und sind unléslich in Ather und Chloroform. Die 
Ausbeute betrug etwa 50 Proz. des verwendeten Glucotetraacetats. 

Bei der Elementaranalyse fiir den Kérper 

COC, Hy, 0; 
HC’ )CNO, 
d | + H,O oder C,,H,,O,N + H,O 
H 


\ CH 
C 
H 


gaben: 
1. 0,1405 g Substanz 0,2321g CO,, 0,0684g H,O, 
2. 0,1572 g Substanz 0,2592 g CO,, 0,0774 g H,O. 


Ber.: C = 45,14, H = 5,32 Proz.; 
gef.: C = 45,05, H = 5,40 _ ,, 
C = 44,91, H = 5,47 ,, 


Da es aus dem Ergebnis der Verbrennungen hervorzugehen schien, 
da8 das Glucosid mit einem Molekiil H,O kristallisiert, so wurde zum 
Nachweis desselben unter allen Kautelen eine Kristallwasserbestimmung 
vorgenommen : 

1. 0,2042 g Substanz wurden im CO,-Strom bei 100° getrocknet und 
erlitten dabei einen Gewichtsverlust von 0,011 g, was einem Prozentgehalt 
von 5,38 Proz. Wasser (berechnet 5,64 Proz.) entspricht. 

Bei einer zweiten Einwage von 0,1921 g Substanz ergab sich ein 
Gewichtsverlust von 0,0107 g, das ist ein Prozentgehalt von 5,57. 

Zur Bestatigung dieser Kristallwasserbestimmung wurde tiberdies die 
Elementaranalyse mit der wasserfrei gemachten Substanz vorgenommen. 

1. 0,1920g Substanz gaben 0,3358 g CO, und 0,0882 g H,0O, 

2. 0,1511 g Substanz gaben 0,2645 g CO, und 0,0684g H,O, 

Die Stickstoffbestimmungen nach Dumas, mit der wasserfreien Sub- 
stanz vorgenommen, ergaben: 

1. 0,1098 g Substanz: 4,4 ccm N (16°, 745 mm), 

2. 0,1786 g Substanz: 7,06cem N (18°, 745 mm). 
woraus sich 


ber.: C = 47,84, H = 4,98, N = 4,65 Proz.; 
gef.: C = 47,65, H = 5,10, N = 4,64 ..,, 
C= 47,71, H = 5,02, N = 4,59. ,, 


Alle diese Bestimmungen zeigten iibereinstimmend 1 Mol Wasser an. 

Die Molekulargewichtsbestimmung wurde mit der Gefrierpunkts- 
erniedrigung nach Beckmann durchgefiihrt: 

1. 0,1501g Substanz (wasserfrei), in 20cem Wasser gelést, gaben eine 


4 = 0,048°. 
2. 0,1821g Substanz (wasserfrei), in 20ccm Wasser gelést, gaben eine 
4 = 0,057°. 
* Das Molekulargewicht ist fiir 
C,,H,,0, N ber. = 301, 
gef. = 289, 295. 
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Zur polarimetrischen Untersuchung wurden 0,1734 g der wasserhaltigen 
Substanz in 20 cem Wasser gelést. Bei 14° betrug das spezifische Gewicht 
des Wassers 0,9992, das der Lésung 1,004, die Drehung betrug — 0,72°, 
woraus sich ergibt: 


100.a 100 . 0,72 


14 
a <inicanitiesiimieiliies, cen 
[4] 5b = Tp.d ~ 170867. 1,004 R72. 


Zur Feststellung, ob es sich im vorliegenden Falle um ein §-Glucosid, 
wie anzunehmen ist, handelt, wurde noch die Spaltung mit Emulsin (18) 
nach der iiblichen Weise vorgenommen. Es ergab sich nach der Spaltung 
eine Rechtsdrehung, die durch den abgespaltenen Zucker verursacht wurde. 
Sie betrug + 0,25° bei 14°. 


Es liegt demnach ein 8-Glucosid vor. 


Darstellung des Metanitrophenolglucotetraacetats 
und des Metanitrophenolglucosids. 

In ganz analoger Weise konnte das Metanitrophenolglucotetraacetat 
in kleinen farblosen Kristallen in sternformigen Anordnungen vom Schmelz- 
punkt 136 bis 137° erhalten werden, welches sich leicht léslich in Alkohol, 
Methylalkohol, Aceton, Benzol, Chloroform und NH,, dagegen unldéslich 
in Wasser, Ather, Petrolather, Amylalkohol, Essigsiure und KOH erwies. 

Die Ausbeute betrug 60 Proz. des verwendeten Nitrophenols. 

Die Elementaranalyse ergab nachstehendes Resultat: 

1. 0,1433 g Substanz 0,2727 g CO,, 0,0657 g H,O. 

2. 0,1235 g Substanz 0,231 g CO,, 0,0567 g H,0O. 

Bei der Stickstoffbestimmung nach Dumas gaben: 

1. 0,1402 g Substanz: 3,51 N (16°, 745 mm). 

2. 0,1521 g Substanz: 3,77 N (17°, 744 mm). 

C.9H,;0,,N. Ber.: C = 51,12, H = 4,90, N = 2,98 Proz.; 

gef,: €.= 61,13,.. H = 6,02, N.--.2,89-..,, 
Cc 61,01, HH = 6,1,. N 2,86 - 

Bei der Acetylbestimmung nach Wenzl wurden von den vorgelegten 
25cem KOH vom Titer 0,965 n/10 bei 

1. 0,1643 g Substanz zum Zuriicktitrieren verbraucht 9,7 ccm HCl 

vom Titer 1,038 n/10. 
2. 0,1758 g Substanz zum Zuriicktitrieren verbraucht 8,7 cem HCl 
vom Titer 1,038 n/10, 
woraus sich ein Gehalt von Acetylgruppen fiir: 
Boe wee & Re ee 
MS ee ere eae 


ql 


errechnet. 
Bei der Molekulargewichtsbestimmung nach Eijkmann gaben: 
1. 0,1325 g Substanz, in 8,1212 g Phenol gelést, 4 = 0,26°. 
2. 0,2206 g Substanz, in 8,0025 g Phenol gelést, 4 = 0,42°. 
Ber. = 469, 
gef. = 452, 472. 
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Bei der optischen Bestimmung betrug bei 0,1006g Substanz, in 15 ccm 
Chloroform gelést (spezifisches Gewicht desselben bei 18° 1,469; spezifisches 


Gewicht der Lésung 1,4705), die Drehung a = — 0,18°. Hiernach ist: 
18 100 . 0,18 
_ 26° 
la] = 170,67. 14705 msn 


Durch die auf dieselbe Weise vorgenommene Verseifung wurde das 
Metanitrophenolglucosid in farblosen, langen Nadeln vom Schmelzpunkt 
167 bis 168° gewonnen. Von dem Orthoglucosid war es durch die Schnellig- 
keit der Verseifung unterscheidbar. Wahrend beim Orthoglucosid fast 
1 Stunde Ammoniak in die methylalkoholische Lésung eingeleitet werden 
muB, um das Orthoglucotetraacetat in Lésung zu bringen, geht das Meta- 
glucotetraacetat schon nach 25 Minuten in Lésung. Weiter ist hier nicht 
so eine groBe Menge Methylalkohol zur Suspension nétig. Bei 3g Acetat 
wurden 120 g Methylalkohol fiir geniigend gefunden. In diesem Falle war 
auch die Vakuumdestillation bei 35° und 10mm Druck wie beim Ortho- 
glucosid nicht nétig. Die Nadeln waren léslich in Wasser, Alkohol, Methyl- 
alkohol, Phenol, Ammoniak und. K OH, unléslich in Ather, Benzol, Chloro- 
form, Petrolaither, Aceton und Essigséure. 

Die Ausbeute betrug 60 Proz. des verwendeten Glucotetraacetats. 

Bei der Analyse gaben: 

1. 0,1166g Substanz 0,1935 g CO, und 0,0567 g H,O. 

2. 0,1297 g Substanz 0,2141 g CO, und 0,0639 g H,O. 

C,,.H,;;0,N +H,O. Ber.: C = 465,14, H = 5,32 Proz.; 
gef.: = 45,19, H =: 6,4 ,, 
= 44,94, Hs 647 | ,, 

Die Kristallwasserbestimmung bei 0,1707g Substanz ergab einen 
Gewichtsverlust von 0,0099, was einem Wassergehalt von 5,8 Proz. entspricht. 
Bei einer weiteren Einwage von 0,2532 g Substanz betrug der Gewichts- 
verlust 0,0149 g, entsprechend einem Wassergehalt von 5,88 Proz. Be- 
rechnet wurde ein Wassergehalt = 5,64 Proz. 

In Ubereinstimmung mit diesem ebenfalls auf ein Molekiil Wasser 
hindeutendes Resultat standen auch die Ergebnisse der mit der wasser- 
freien Substanz vorgenommenen Elementaranalysen. 

1. 0,1753 g Substanz gaben 0,3069 g CO, und 0,081 g H,O. 

2. 0,1232 g Substanz gaben 0,2156 g CO, und 0,0576 g H,O. 

Die Stickstoffbestimmungen gaben: 

1. 0,1603 g wasserfreie Substanz, Temperatur (¢) = 18°, Barometer- 

stand (b) = 743mm, im Nitrometer = 6,43 ccm. 

2. 0,1327 g wasserfreie Substanz (¢ = 17°, b = 743mm), im Nitro- 

meter 5,28 ccm. 
Cy.H,;0,N. Ber.: C = 47,84, H = 4,98, N = 4,65 Proz.; 
get,: OC = 47,74, H = 6,13, N = ‘4,00 *,, 
C = 47,72, H = 6,19, N = 4,67 _,, 
Bei der Molekulargewichtsbestimmung nach Eijkmann gaben: 
1. 0,1515 g Substanz (wasserfrei), in 8,5572g Phenol gelést, eine 


4 = 0,44°, 
2. 0,1321 g Substanz (wasserfrei), in 8,121 g Phenol gelést, eine 
4 = 0,40. 


Ber. 301, 


gef. = 289, 293. 
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0,0989 g_ kristallwasserhaltige Substanz, in 20cem Wasser gelist 
(spezifisches Gewicht desselben bei 22° 0,9978, spezifisches Gewicht der 
Lésung 1,0017), gaben bei der optischen Bestimmung eine Drehung 
a = — 0,42°, woraus 


22 100 . 0,42 
’ Bete C 
[4] p 1. 0,494 . 1,0017 ened 


sich ergibt. 


Auch hier handelt es sich um ein £-Glucosid, denn diese Lésung gab 
nach Spaltung mit Emulsin in der tiblichen Weise eine Drehung nach rechts 
von + 0,12° bei 22°. Diese Drehung wurde durch den abgespaltenen Zucker 
verursacht. 


Darstellung des Paranitrophenolglucotetraacetats 
und des Paranitrophenolglucosids. 


Auf dieselbe Weise, wie die beiden vorgenannten dargestellt, zeigte 
das Glucotetraacetat schéne Nadeln vom Schmelzpunkt 174 bis 175°, 
welche sich in Alkohol, Methylalkohol, Aceton, Ather, Chloroform, Benzol, 
Phenol und Ammoniak listen, in Wasser, Amylalkohol, Petrolather, KOH 
unléslich waren. 

Die Ausbeute betrug 70 Proz. des verwendeten Paranitrophenols. 

Das Ergebnis der Elementaranalyse ist: 

1. 0,1255 g Substanz 0,2347 g CO, und 0,0567 g H,O. 

2. 0,1526g Substanz 0,2866 g CO, und 0,0702 g H,O. 

Das Resultat der Stickstoffbestimmung ergab: 

1. 0,1682 g Substanz (¢ = 17°, b = 745 mm) im Nitrometer 4,14 ccm. 

2. 0,1072 g Substanz (¢ = 16°, b = 743 mm) im Nitrometer 2,87 ccm. 

Cy H,,0,,N. Ber.: C = 51,17, H = 4,90, N 2,98 Proz.; 
gof.: C = .60,99,. TE = 6,02, .N = 2,84. ,, 
ve S117, BH = 611, N = 3,00 ©°,, 

Bei der Acetylbestimmung nach Wenzl verbrauchten von den vor- 
gelegten 25ccm KOH vom Titer 0,965 n/10 

1. 0,1438 g Substanz 11,4cem HCl vom Titer 1,038 n/10, 

2. 0,1548 g Substanz 10,4ccm HCl vom Titer 1,038 n/10, 
woraus sich ein Gehalt von Acetylgruppen fiir 


Reicks Khe eee ee a Oy eee 
Wika & cece a a aoe eee 


1 il 
to wl 


ergibt. 
Die Molekulargewichtsbestimmung nach Hijkmann ergab: 
1. 0,1702g Substanz, in 8,1255g Phenol gelést, eine 4 = 0,33°. 
2. 0,1725 g Substanz, in 8,535 g Phenol gelést, eine 4 = 0,32°. 
Ber. = 469, 
gef. = 457, 455. 
Bei der optischen Bestimmung ist bei 0,1689 g Substanz in 15 ccm 
Chloroform gelést (spezifisches Gewicht desselben bei 18° 1,469, spezifisches 


| 


Gewicht der Lésung = 1,471) die Drehung a = —0,45°, woraus: 
18 100 . 0,45 
fo ORR 0 oD «ge 0 
re se cae 


sich errechnet. 


Das durch Verseifung auf die gewohnte Weise erhaltene Glucosid, 
aus heiBem Wasser umkristallisiert, zeigte schéne nadelférmige Kristalle 
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mit einem Schmelzpunkt von 164 bis 165°, welche in Alkohol, Methyl- 
alkohol, Wasser, Ammoniak, KOH léslich, unléslich in Ather, Aceton, 
Benzol, Chloroform, Petrolither, Amylalkohol und Phenol waren. 

Die Ausbeute betrug 65 Proz. des verwendeten Glucotetraacetats. 

Die Verseifung des Paranitrophenolglucotetraacetats ist sehr leicht 
vor sich gegangen. Fiir 3 g wurden 75 ccm Methylalkohol gebraucht. Schon 
ein kurzes Einleiten von N H, ergab eine vollstandige Lésung unter Annahme 
einer gelben Farbe. Auch in diesem Falle wurde Ammoniak und Methy]- 
alkohol bei Zimmertemperatur im Vakuumexsikkator vertrieben, da die 
Kristallausscheidung schnell stattfindet. 

Beim Verseifen ergab sich tiberdies die interessante Beobachtung, 
daB nach langem Stehen des verseiften Produktes in eiskalter Lésung sich 
Kristalle abscheiden, was auch beim Metaglucosid der Fall ist. 

Bei Durchsicht der Literatur konnte festgestellt werden, daB schon 
E. Fischer (21) diese Erscheinung beobachten konnte und sie auf eine Ver- 
bindung zwischen dem Glucosid und Ammoniak zuriickfihrte. 

In der Léslichkeit unterscheidet es sich vom Metaglucosid durch seine 
Unloéslichkeit in Phenol. 

Analysiert gaben: 

1. 0,1623 g Substanz 0,2673 g CO, und 0,0783 g H,O. 

2. 0,0907 g Substanz 0,1499g CO, und 0,045 g H,O. 

C,.H,,;0,N + H,O. Ber.: C = 45,14, H = 5,32 Proz.; 
gef.: C= 44,91, H = 5,36 .,, 
C = 44,98, H = 651 -,, 

Auch hier wurden Kristallwasserbestimmungen gemacht, wobei 

1. 0,1712g Substanz 0,0092 g Wasser verloren = 5,37 Proz. H,O. 

2. 0,2304g Substanz 0,0126g Wasser verloren = 5,46 Proz. H,O. 

Berechnet sind fiir 1 Mol. = 5,64 Proz. 


In Ubereinstimmung damit stehen die darauf vorgenommenen Ver- 
brennungen mit der wasserfreien Substanz. 

1. 0,1132 g Substanz gaben 0,198 g CO, und 0,0522 g H,O. 

2. 0,1502 g Substanz gaben 0,2629 g CO, und 0,0702 g H,O. 

Bei den Stickstoffbestimmungen ergaben sich: 

1. bei 0,1355g wasserfreier Substanz (¢ = 17°, 6 = 744mm) im 
Nitrometer 5,35 ccm, 

2. bei 0,1232g wasserfreier Substanz (¢ = 17°, 6 = 743mm) im 
Nitrometer 4,97 ccm. 


C\,.H,,0,N. Ber.: C = 47,84, H = 4,98, N = 4,65 Proz.; 
gol.:. C= 47,70, . BH = 6,12,. N-= 4,56, . ,, 
C = 47,73, H.= 6,19, N = 4,64 ,, 


Bei der optischen Bestimmung ist bei 0,1134 g wasserhaltiger Substanz 
in 15 ccm Wasser gelést (spezifisches Gewicht desselben bei 22° = 0,9978, 
spezifisches Gewicht der Lésung = 1,002), die Drehung a = — 0,75°. 
aya 2 oe 
“ D ~ 1.0,766 . 1,002 ~ 

Nach der Spaltung mit Emulsin ergab sich eine Drehung von + 0,24°, 

die durch den abgespaltenen Zucker bewirkt wird. 
Die chemische Ahnlichkeit der Phenole zeigt sich auBer in ihrer Alkali- 
léslichkeit auch in ihrem gleichartigen Verhalten gegeniiber gewissen 
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Reagenzien. Es soll nun das Verhalten unserer Produkte in dieser Beziehung 
kurz erwahnt werden. 

Alkalische Kupfersulfatlosung wird von den Tetraacetaten sowohl 
wie von den Glucosiden erst nach dem Kochen mit Saéuren reduziert. Auf 
Zusatz von verdiinnter Eisenchloridlésung entstand bei den Tetraacetaten 
erst entsprechend der Abspaltung der Essigsiure eine blutrote Farbung. 
Mit Millonschem Reagens gaben die Tetraacetate keine Reaktion, die 
Glucoside bei Erwairmen eine schwach rosa Farbung. Die Lexsche Probe 
mit Chlorkalklésung und Ammoniak ist bei den Tetraacetaten negativ, 
die Glucoside zeigen jedoch beim Erwarmen eine griine Farbung. Bei der 
Iiebermannschen Reaktion mit Kaliumnitrit und konzentrierter Schwefel- 
saure gaben die Tetraacetate keine Farbung, die Glucoside farben sich beim 
Erwarmen schwach griin. 

Die Landoldische Probe mit Bromwasser ist ebenfalls bei den Tetra- 
acetaten negativ. Durch cie Glucoside wird das Bromwasser zwar entfiarbt, 
es entsteht aber kein Niederschlag. Mit Benzaldehyd und konzentrierter 
Schwefelsiure (Melzersche Probe) geben sowohl die Tetraacetate wie auch 
die Glucoside keine Reaktion. Die von Lutz und Baumé (19) als fiir Nitro- 
phenole charakteristisch beschriebene Rotfiirbung mit Cyankalilésung trat 
auch beim Kochen weder bei den Tetraacetaten noch bei den Glucosiden auf. 

Mit basischem und neutralem Bleiacetat gaben Tetraacetate und 
Glucoside keinen Niederschlag. 

Sowohl Zwischen- als Endprodukte reagieren neutral. 

Beziiglich der Léslichkeit der Nitrophenole haben schon Nevil (20), 
Lidgwick, Spurell und David, als sie behufs Feststellung der Konstitution 
die Léslichkeitskurven derselben mit 0-, m- und p-Isomeren anderer Gruppen 
verglichen, festgestellt, dafs das Orthonitrophenol von den Meta- und Pera- 
erheblich abweicht, was auf eine iiber den Stellungsunterschied hinaus- 
gehende Verschiedenheit hindeutet. 

Durch die Einfiihrung der Glucosegruppe verschwindet jedoch dieser 
Unterschied der Léslichkeit, da das Verhalten des Orthotetraacetats und 
-glucosids in bezug auf diese von den anderen Isomeren kaum nennenswert 
abweicht. 

Besonders hervorgehoben mu8 jedoch in dieser Beziehung das polari- 
metrische Verhalten des Orthonitrophenolglucotetraacetats werden. Be- 
kanntlich sind alle bis jetzt bestimmten, durch Emulsin spaltbare Glucoside 
linksdrehend und leiten sich von der d-Glucose ab. Es wurde ja das Emulsin 
von Bourquelot (18) als Reagens fiir den Nachweis einer ganzen Gruppe von 
Glucosiden der d-Glucose benutzt. 

Abweichend davon dreht das Orthonitrophenolglucotetraacetat nach 
rechts, was wohl mit einer sterischen Beeinflussung durch die Orthostellung 
in Zusammenhang wird gebracht werden miissen. Durch die Art der Dar- 
stellung der Acetobromglucose ist es wohl ausgeschlossen, daB es sich 
ausnahmsweise um eine a-Acetobromglucose handelt; tiberdies dreht das 
Endprodukt, das Orthoglucosid, wiederum nach links; es miiBte sich hier 
dann um einen der Waldenschen Umkehrung analogen Vorgang handeln. 
Hier zeigt sich demnach, daB die Orthoverbindung gegeniiber den beiden 
anderen eine Sonderstellung einnimmt. 

Bei dieser Gelegenheit mu8 noch eines Umstandes Erwaihnung getan 
werden. 

Das Paranitrophenolglucosid, und zwar 0,1086g, wurde in 15 ccm 
10proz. Ammoniak gelést, der Polarisation unterworfen und gab (spezifisches 
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Gewicht des 10proz. Amimmoniaks = 0,9593, spezifisches Gewicht der Lésung 
= 0,9625 bei 14°) einen Drehungswinkel von a = — 0,54°. 
fa Mf — 100.004 
D ~ 1,0,724 . 0,9625 

Die Drehung ist also kleiner als die Drehung des Glucosids in wasseriger 
Lésung, welche — 99° betrug. Worauf ist das nun zuriickzufiihren ? 

Wie schon bemerkt, hat H. Fischer (21) beim Stehenlassen der mit 
Ammoniak verseiften methylalkoholischen Theophyllinglucosidlésung das 
Ausfallen von Kristallen beobachtet, die jedoch leicht wieder in Lésung 
gingen, und sprach dieselben fiir ihre Ammoniakverbindung an. 

Bei der Nitrophenolglucosidverseifung mit Ammoniak in methy]l- 
alkoholischer Lésung schieden sich ebenfalls beim langen Stehen in der 
Kialte Kristalle aus, die, abfiltriert, eine filzartige Masse ergaben. Sie wurden 
in Methylalkohol gelést und die vereinigten Filtrate eingeengt, wobei das 
Glucosid resultierte. 

Um ein derartiges Analogon wird es sich auch in dem Falle handeln. 
Vielleicht kénnte diese Verbindung in dem Sinne aufgefaBt werden, daB 
es sich um eine Ammonsalzbindung der Nitrophenolglucoside handelt, 
wobei die Nitrogruppe Anla8 zur Bildung einer Pseudosiure geben wiirde. 

Schon A. Korczynski (22) hat auf die Tendenz der Nitrophenole, mit 
Ammoniak normale Salze zu bilden, aufmerksam gemacht, allerdings schrieb 
er dieses Vermégen nur den Nitrophenolen zu, die gelbe Salze bilden, eine 
Eigenschaft, die jedoch nach unseren Beobachtungen allen Nitrophenol- 
glucosiden zuzukommen scheint. 

Das eigentiimliche polarimetrische Verhalten in ammoniakalischer 
Lésung kann demnach als neuer Beweis dafiir angesehen werden, daB es 
sich in diesem Falle um eine chemische Bindung des Ammoniaks mit den 
Nitrophenolglucosiden handelt. 

Uber die kristallographische Bestimmung der Nitrophenole liegen 
Untersuchungen von Parker (23) und erginzende von Steinmetz (24) vor. 
Vom ersteren, rektifiziert nach Steinmetz, wurde angegeben, fiir Ortho- 
nitrophenol: monokline diinne Prismen 0,873: 1: (0,607), D4 = 1,484, 
8 = 103°34'; fiir m-Nitrophenol: monokline Tafeln nach der Basis 
1,8446: 1: ?, 8 = 120° 21’, schwache Doppelbrechung, vollkommen basale 
Spaltbarkeit, D®° = 1,485; Paranitrophenol; labile Modifikation: mono- 
kline kurze Prismen 0,3398: 1: 1,3836, 8 = 106° 55’, D'® = 1,495; stabile 
Modifikation: monokline kurze Prismen, 0,6549: 1:0,8416, 8 = 53°24’30”, 
sehr starke Doppelbrechung, vollkommen basale Spaltbarkeit, D'*? = 1,479. 

Es erschien daher von Belang, festzustellen, ob und wie tiber das 
Zwischenprodukt zu den Glucosiden bei den isomeren Verbindungen die 
Kristallform sich andert. 

Dr. Kéhler vom mineralogisch-petrographischen Institut der Universitat 
in Wien hat, wofiir ihm an dieser Stelle der Dank ausgesprochen werden 
soll, diese Untersuchung vorgenommen, welche folgendes Resultat ergab: 


— 77,499. 


Zwischenprodukte. 
Paranitrophenolglucotetraacetat: Die gewéhnliche Form zeigt Abb. 1. 
Die Ausléschung nach der aufrechten Achse schwankt _betrachtlich, 
da meistens mehrere Individuen iibereinander gelagert sind. Wo schein- 
bar einfache Kristalle vorliegen, betragt die Ausléschungsschiefe 10°. 
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Auf solchen Flachen kann man den zentralen Austritt der ersten Mittel- 
linie « bemerken. Der Winkel 2 Ve ist etwa 60°. Der Langsrichtung ent- 
spricht die Schwingungsrichtung des langsameren Strahles. Es wiirde also 
das monokline Kristallsystem, und zwar wegen des Drehungsvermégens 
die monokline sphenoidische Klasse vorliegen. Die Flache, 

auf denen die Kristalle aufliegen, wire dann als (010) auf- 

zufassen. Dispersion, die in diesem Falle gedreht sein 

miBte, ist nicht zu beobachten. An den meisten scheinbar 

gleichfalls einfachen Kristallen sieht man ein einachsiges 

Interferenzbild am Rande des Gesichtsfeldes. Dies kann 

nur durch eine Zwillingsbildung erklart werden, bei welcher 

die Achsenebenen gekreuzt werden, so da8 ein einachsiges 

Interferenzbild zum Vorschein kommt. Im vorliegenden 

Falle koénnte z. B. ein Querprisma Zwillingsebene sein. | Gon 
Wie Abb. 1 zeigt, treten am Kopfe der Séule Flachen y jangsamerer Steahl. 
auf, deren Winkel bei diesem Priparat 57° betragt. 

Metanitrophenolglucotetraacetat: Beim Praparat ist auBer der Doppel- 
brechung keine optische Erscheinung wahrzunehmen, weil das Material 
von auBerst feiner Beschaffenheit ist. Vermutlich liegt die gleiche Kristall- 
klasse wie beim Parazwischenprodukt vor. 

Orthonitrophenolglucotetraacetat: Die Optik ist bei den Kristallen, 
die die Form der Abb. 1 zeigen, -wie beim Parazwischenprodukt. Es gehért 
somit dem monoklinen System, und zwar der monoklin-sphenoidischen 
Klasse an. Der Winkel zwischen den beiden terminalen Begrenzungs- 
flachen ist gréBer als beim Paratetraacetat. Er betrigt namlich 77°. 

Alle Kristalle sind farblos. 

Endprodukte. 

Paranitrophenolglucosid: Die Optik und die Kristallform der Fnd- 
produkte sind verschieden von denen der Zwischenprodukte. Die nadelig 
entwickelten Individuen zeigen rechteckigen UmriB. Andere Begrenzungen 
wurden nicht beobachtet. Die Ausléschung ist stets gerade, der Lings- 
richtung entspricht die Schwingungsrichtung des rascheren Strahles. An 
homogenen Stellen sieht man deutlich, den Austritt der 
spitzen Mittellinie. Der Achsenwinkel 2V« betrigt etwa a 
60°. Alle Kristalle liegen auf derselben Flache auf, die 
als (100) aufgefaBt werden kénnen. Die Achsenebene ist 
somit || (010) (Abb. 2). Das optische Verhalten spricht fiir 
das rhombische Kristallsystem, wenngleich das monokline 
nicht voéllig ausgeschlossen ist. Es ware dann die Dis- 
persion geneigt, was nicht beobachtet werden kann. Da 
die Substanz die Ebene des polarisierten Lichtes dreht, 
so kommt nur die bisphenoidische Klasse in Betracht. Abb. 2 
Parallel der (001) sieht man zahlreiche Schiippchen  , jascherer Strahl. 
eingelagert, die eine Absonderung nach der Endflache +» langsamerer Strahl. 
vortauschen. 

Metanitrophenolglucosid: Das Praparat ist so feinfaserig entwickelt, 
daB8 man keine Beobachtung an einem einzigen Individuum machen kann, 
da immer ein ganzes Biindel von parallel gestellten Fasern vorliegt. Die 
Ausléschung ist gerade, in der Langsrichtung schwingt «. Es diirfte auch 
in kristallographischer Richtung kein Unterschied gegen das Paraendprodukt 
vorhanden sein. Es gehért somit vermutlich dem rhombischen Kristall- 
system, der rhombisch-bisphenoidischen Klasse an. 
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Orthonitrophenolglucosid: Soweit wegen der faserigen Beschaffenheit 
optische Untersuchungen zw einem Resultate fiihren, ist kein Unterschied 
gegen Para bemerkbar. Das Praparat gehért somit dem rhombischen 
Kristallsystem, namlich der rhombisch-bisphenoidischen Klasse an. Die 
Umrisse der nadelig entwickelten Individuen zeigen rechteckige Kontur. 
(Abb. 2.) Die Ausléschung ist gerade. In der Langsrichtung schwingt 
der raschere Strahl. Die Einlagerungen nach der (001) fehlen. 

Auch diese Priparate zeigen keine Farbung. 

Wihrend also die Zwischenprodukte noch dem monoklinen System 
angehéren, gehdren die Endprodukte, das sind die eigentlichen Glucoside, 
vermutlich der rhombisch-bisphenoidischen Klasse an. Auch in dem 
optischen Verhalten treten deutliche Anderungen auf. Von den Tetra- 
acetaten zeigt das Paranitrophenolglucotetraacetat ein Interferenzbild, 
die beiden anderen nicht. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Isomeren 
weisen jedoch nicht direkt auf eine Sonderstellung eines derselben hin. 


Wie bereits erwahnt, ist es gelungen (12), durch die Einfiihrung 
der Nitrogruppe die desinfektorische Kraft des Kresols, von dem 
bekannt ist, daB es weniger giftig wirkt als das Phenol, zu steigern. 

Wie verhalt sich in dieser Beziehung das Nitrophenol und im 
besonderen, wie unterscheiden sich die drei Isomeren in ihrer bakteri- 
ziden Wirksamkeit ? Besteht auch hier eine Analogie mit den Kresolen. 
bei denen das m-Kresol am meisten desinfizierend wirkt und am 
wenigsten giftig sich erwiesen hat? 

Die Bakterizidie wurde nach der Methode der an sterile Seiden- 
fiden angetrockneten Bakterien gepriift. 


Zu diesem Behufe wurde eine 24stiindige Agarkultur von einem 
resistenten Staphylococcus pyogenes citreus-Stamm mit steriler Kochsalz- 
lésung abgespiilt und mit dieser Emulsion dicke, durch trockene Hitze 
sterilisierte Seidenfaiden tiichtig durchtrankt und nach dem Herausnehmen 
in sterilen Petrischalen durch mehrere Stunden im Thermostaten bei 37° 
getrocknet. 

Diese Seidenfaden wurden nun verschieden lange Zeit der Einwirkung 
der desinfizierenden Lésungen ausgesetzt und nach der Einwirkung durch 
10 Minuten langes Einlegen in sterile physiologische Kochsalzlésung das 
anhaftende Desinfektionsmittel beseitigt. Hierauf wurden diese Seidenfaden 
in Peptonwasser verimpft und dadurch 48 Stunden im Brutschrank bei 37° 
bebriitet. 

Beim Wachstum trat reichlich Triibung im Peptonwasserréhrchen auf. 
Selbstverstiindlich wurden jedesmal durch Verimpfen von Seidenfaden 
Kontrollen angestellt, ob die Bakterien noch lebensfahig sind, wie anderer- 
seits an den Grenzwerten noch Platten ausgegossen wurden, die mit drei 
Normalésen des betreffenden Peptonréhrchens beimpft worden sind. 

Auf die Desinfektionskraft wurden gepriift: das p-, m-, o-Nitrophenol 
sowie ihre Glucoside, und zwar die beiden ersten Phenole in 0,65 proz. 
wasserigen, das ist einer m/21 Lésung. 

Das Orthonitrophenol ist in Wasser unléslich; es wurde daher von 
demselben eine 0,11 proz. Lésung in 32 proz. Alkoho] das ist m/120 hergestellt. 
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Da aber einer 32proz. Alkohollésung ebenfalls eine desinfizierende Wirkung 
zukommt, wurde zum Vergleiche auch die Desinfektionskraft einer solchen 
geprift. 

Von den Glucosiden wurden wisserige, und zwar 0,42proz., das sind 
m/77 Lésungen hergestellt. Um einen MaSstab fiir die Desinfektionskraft 
zu bekommen, wurde die Widerstandsfahigkeit des Staphylokokkenstammes 
gleichzeitig an einer 3proz. und einer 1 proz. Phenollésung bestimmt. 

Das Ergebnis der Versuche ist in der Tabelle I niedergelegt. 





Tabelle I. 
— heen F 10’ 20" | 30’ | 40’ | 50° ow 70’ | 80’ | 90’ 100’ | 110’ 120° 
Eprom. Phenol . .. . «+ +iti+)+/4+4/4+/)/—/—!/—)| —/—|— 
os eo he ee PPL EE el el ele ele el 
0,65, Metanitrophenol. . |/+ +/+ + +/4+/4+ —|\— —/—|/— 
0,65, Paranitrophenol. . |+(/+)+)/+) + /+i/+iti+) +i+i-— 
0,11,, Orthonitrophenol Seep abe b Shep abe | nee bake ole | ie Poe | aire aoe ok 
32, Alkohol...... 5 aol al sal al al on al bn a al al eu i a 
0,42 proz. Glukoside oe ee ee ee en ae a ee ee 
+ Bakterien lebensfahig (positiv). 


— Bakterien abgetétet (negativ). 


Werden die Zeiten auf einer Ordinate, die Prozente auf einer Abszisse 
aufgetragen, so kann die desinfizierende Wirkung der untersuchten Mittel 
in der Abb. 3 dargestellt werden. 

Es geht aus den Untersuchungen mit Deutlichkeit hervor, daB, 
analog dem Verhalten der isomeren Kresolverbindungen, auch hier 
dem Meta-nitrophenol und ihren ,,,. 
Isomeren die gréBte desinfizie- nw 
rende Kraft zukommt. Aus dem 7} 
Umstande, daB dem Metanitro- % | 
phenol in einer ?/,proz. Lésung o 
schon dieselbe Desinfektionskraft <j: 
innewohnt wie dem | proz. Phenol, 50’ 
kann auch hier wieder geschlossen 
werden, da®B durch Einfihren 4 
einer negativen Gruppe, hier einer jy’ as 
Nitrogruppe, in das Phenol die @- 75 ; pnts 5 
Desinfektionskraft des letzteren Abb. 3 
gesteigert werden kann. Da dem 
3-Nitrokresol, wie hier festgestellt werden konnte (12), in einer etwa 
sechsfach geringeren Dosierung fast dieselbe Desinfektionswirkung 
zukommt wie einer lproz. Phenollésung, geht aus diesem Versuche 
auch wiederum hervor, da8 die im Kresol enthaltene CH,-Gruppe 
auch gegeniiber dem Nitrophenol eine den Desinfektionseffekt sehr 
steigernde Wirkung verursacht. 
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Mit Riicksicht auf die geringe Léslichkeit des Orthonitrophenols 
kann innerhalb der fiir Desinfektionsversuche praktisch méglichen Zeit 
von 114 Stunden mit derselben eine desinfizierende Wirkung nicht 
erzielt werden. 

Die Glucosidlésungen wirken, solange sie durch die Bakterien 
nicht gespalten waren, in den Kulturréhrchen direkt als nahrstoff- 
verbesserndes Mittel, indem durch dieselben das Wachstum in den 
Peptonréhrchen iippiger wurde. Die atherartige Zuckerbindung des 
Glucosids wirkt also demnach aufhebend auf die bakterizide Eigen- 
schaft des Nitrophenols. 

Gelegentlich einer Arbeit tiber das 3-Nitrokresol (12) konnte 
auch festgestellt werden, daB dieses eine schidigende toxische Wirkung 
auf Fermente ausiibt. 

Es ist ferner bekannt, daB Bakterizidie und Toxizitat durchaus 
nicht parallel gehen. Nach Gadamer (10) ist z. B. das am starksten 
desinfizierende Metakresol unter ihren Isomeren am wenigsten giftig. 
Bradshaw (25) hat an einer ganzen Reihe von Ortho-, Meta- und Para- 
verbindungen, darunter bei den Nitrophenolen, die Oxydations- 
geschwindigkeit bestimmt und hat dieselbe bei den Metaverbindungen 
am gréBten gefunden. Ob dieses damit in Zusammenhang gebracht 
werden kann, muB dahingestellt gelassen werden. 

Es wurde deshalb auch hier untersucht, ob die isomeren Nitro- 
phenolverbindungen in toxischer Beziehung den Kresolisomeren sich 
analog verhalten, 


Zur Priifung schien uns das eiweiBverdauende Ferment des Magen- 
saftes, das Pepsin, geeignet, und zwar deshalb, weil in der Mettschen Probe 
eine einfache Versuchsanordnung gegeben war. Die Probe wurde in der 
iiblichen Weise vorgenommen. Glasréhrchen von 2mm Lichtweite und 
2cm Lange wurden langsam in eine filtrierte HiihnereiweiSlésung hinein- 
gleiten gelassen, wobei sorgsam darauf geachtet wurde, daB alle Luft- 
blischen aus denselben entwichen. Hierauf wurde das GefiB mit den 
Réhrchen in ein kochendes Wasserbad gesetzt und 5 bis 10 Minuten kochen 
gelassen. Nach dem Abkiihlen wurden die Réhrchen mit dem geronnenen 
EiweiB in Glycerin aufbewahrt. 

Fiir jede Probe wurde ein Réhrchen benutzt. Es wird zunachst mit 
Wasser abgewaschen und in eine Eprouvette gebracht, in welche immer 
je lccem eines kiinstlichen konzentrierten Magensaftes gegeben wurde. 
Derselbe wurde auf die Weise hergestellt, daB 1 g Pepsin in 10 ccm n/10 HCl 
gelést wurde, so daB also zu jedem Versuch 0,1 g Pepsin verwendet wurde. 
Vom p-, m-Nitrophenol wurden 1,3 proz. wiasserige, das sind m/11 Lésungen 
benutzt. Das Orthonitrophenol konnte nicht untersucht werden, da es in 
Wasser praktisch unléslich und auch in 32proz. Alkohol nur wenig léslich 
ist. Uberdies wirkt der Alkohol in dieser Konzentration bei 37° fiir sich 
allein schon hemmend. Es wiren also Vergleichszahlen mit diesem nicht 
zu gewinnen gewesen. 
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Vorerst wurde das Optimum der Magensaftkonzentration festgestellt. 

Zu diesem Zwecke wurden fiinf Eprouvetten mit je 1 ccm des kon- 
zentrierten Magensaftes beschickt und die erste unverdiinnt gelassen, 
wahrend in die zweite 1 cem, in die dritte 2 ccm, in die vierte 3 cem und 
in die fiinfte-4 ccm destillierten Wassers zugegeben wurden. 

Nach 48 stiindiger Verdauung im Brutschrank bei 37° ergibt sich das 
in nachstehender Tabelle niedergelegte Resultat. 


Tabelle II. 





= —— - 
Konzentration der HCl 
Proz. 


Wasser Verdautes Eiweif 
cm mm 


| 
{ 
| 


| 

0,1 0,36 
0,1 | 0,18 
0,1 0,12 
01 | 0,09 | | 
0,1 0,072 | 


Die Verhiltnisse sind in der Abb. 4 graphisch verzeichnet. 

Die Abszisse gibt die Kubikzentimeter Wasser, somit auch die Kon- 
zentration der HCl, die Ordinate die verdaute Menge des EiweiBes in 
Millimetern an. 

Auf Grund dieser Vorversuche wurden nun alle weiteren Versuche 
derart vorgenommen, da8 immer eine Konzentration der HCl von 0,072 Proz. 
bzw. ein Gesamtvolumen von 5ccm resul- 
tierte. Hierdurch war es méglich, durch 
das verhiltnismaBig groBe Volumen die 
Nitrophenolzusatze hinreichend zu _ vari- 
ieren, um sowohl Hemmung als auch 
vollige Vergiftung des Fermentes konsta- 
tieren zu kénnen. 

Das Verdauungsvermégen im Aus- 
maBe von 4,5 mm (von beiden Seiten der 
Metitschen Rohre gemessen) geniigt voll- 
standig. 

Bei den folgenden Versuchen wurde wie tiblich Riicksicht genommen auf: 

1, den zeitlichen Verlauf der Vergiftung, 

2. den Zusammenhang zwischen Giftkonzentration und Wirkung, 

3. die relative Giftigkeit der verschiedenen Mononitrophenole und 

4, den Einflu8 der Temperatur auf die Vergiftung. 
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Abb. 4. 


Bei den Versuchen hat sich als empfehlenswert erwiesen, nach 48 Stunden 
abzulesen, da nach dieser Zeit erst brauchbare Resultate sich ergaben. 

Zuerst wurde das Paranitrophenol untersucht und der Schwellenwert 
der Hemmung der Verdauung und der der Giftigkeit, das ist das Minimum 
an Gift, welches die Verdauung durch das Pepsin vollstandig unterbindet, 
bestimmt. 

Die Resultate der Versuche werden durch folgende Tabelle veranschau- 
licht. 
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Tabelle III. 

Gesamtvolumen 5 ccm. | Paranitrophenol | — 
Konzentration der HCl — i _ —— . a Verdantes Eiweif 
in Proz. in ccm I ccm g i mm 
0,072 3.7 03 0,0039 | 4 
0,072 3,5 0,5 0,0065 I 3,5 
0,072 3,3 0,7 0,0091 3 
0,072 pa 1 0,013 2,25 
0,072 2,5 1,5 0,0195 11 

0,072 2 2 0,026 0 


Die Abb. 5, die dem Versuche entspricht, nimmt folgenden Verlauf, 
wobei die Abszisse die Kubikzentimeter des zugesetzten Nitrophenols, 
die Ordinate das verdaute EiweiB in Millimetern bedeuten. 

Der Schwellenwert der Hemmung der Verdauung findet sich demnach 
bei Zugabe von 0,3ccm, das sind 0,0039g, der Schwellenwert der Giftigkeit 
bei Zugabe von 2 ccm, das sind 0,026 g Paranitrophenol. 

Beim Metanitrophenol ergaben sich nachstehende Verhiiltnisse. 











Tabelle IV. 

Gesamtvolumen 5 ccm. Metanitrophenol wii tn 
Konzentration der HCI “ye - eneumaurinenaieead 
in Proz. | in ccm ccm g mm 
0,072 36 | o4 | 0,082 | 4 
0,072 35 | O58 | 0006 | 4 
0,072 3 | l 0013 | 3,5 
0,072 25 | 15 0,0195 | 2,25 
0,072 2 bee 0,026 11 

0,072 is Po es 0,0325 0 : 


In einer Kurve (Abb. 6) graphisch verzeichnet, ergibt sich folgendes Bild. 

Hier konnte der Schwellenwert der Hemmung der Verdauung erst bei 
0,4ccm, das sind 0,0052 g, der der Vergiftung des Pepsins bei 2,5 ccm, 
das sind 0,0325 g Metanitrophenol erreicht werden. 
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Es wurden nun auch die Glucoside in derselben Weise untersucht. 
Das Resultat zeigt Tabelle V. Da sowohl das Para- wie Meta- und Ortho- 
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nitrophenolglucosid sich vollkommen gleich verhielten, so wird nur die 
Tabelle des Paranitrophenolglucosids wiedergegeben. 


Tabelle V. 





Gesamtvolumen 5 ccm. 
Konzentration der HCl 
in Proz. 


0,072 
0.072 
0,072 
0,072 
0,072 


H,O 


ccm 


Glukoside 


| 


Verdautes Eiweif 


g } mm 


0013 — | 5 
0.0208 | 25 
0,026 
0,039 
0,052 


Die graphische Darstellung ist aus der Abb. 7 ersichtlich. 


Aus derselben geht hervor, daB die Glucoside gar keine Giftwirkung 
ausiiben, was, wie eingangs bereits erwahnt wurde, darauf zuriickzufiihren 
ist, daB die atherartige Bindung des ay, Kiyeig 
Zuckers in den Glucosiden die 4° 
Giftwirkung aufhebt; eine geringe 425}- 
hemmende Wirkung konnte beob- ¢ 
achtet werden. 

Die Giftwirkung tritt erst wieder 
auf, wenn, wie wir es beim Behandeln 
mit Emulsin gesehen haben, der 
Zucker abgespalten wird. Dies gibt 
sich kund durch die gelbe Farbe 
der Lésung, den Geruch und durch 
die Inversion. 

















Glukosid 
Zum Vergleich wurde noch ein - ¥ 

Giftigkeitsversuch mit 1- und 3 proz. ae. £. 

Phenol angestellt, der folgende Resultate ergab (Tabelle VI und VII). 











Tabelle VI. 





Gesamtvolumen 5 ccm. 
Konzentration der HCl arian 
in Proz. g 


0,072 0,01 
0,072 0,02 
0,072 0,03 


0,072 0,04 


Verdautes EiweiB 


1 proz. Phenol 











Tabelle VII. 





Gesamtvolumen 5 ccm. I 3 proz. Phenol Aaa ae 
Konzentration der HC1' H,O i 3 : Verdautes Eiweifs 
in ccm } . g 


2,5 
2 
1 
0 


0,045 
0,06 
0,09 
0,12 
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Aus denselben geht hervor, daB nur bei dem 3proz. Phenol innerhalb 
der gepriiften Versuchsgrenzen der Schwellenwert der Giftwirkung erreicht 
werden konnte. Er tritt bei diesem durch Zugabe von 3 ccm, das ist 0,09 g 
Phenol ein. 

Was den Einflu8B der Temperatur auf die Giftwirkung anlangt, so 
wurde festgestellt, daB die Giftwirkung bei héherer Temperatur weniger 
zur Geltung kam, offenbar weil die Verdauung bei héherer Temperatur 
rasch vor sich geht, bevor noch die Giftwirkung des Nitrophenols einsetzen 
kann. 

Wenn wir die Wirkungen des Para- und Metanitrophenols vergleichen, 
so ergibt sich die Giftwirkung des Paranitrophenols als stiirker, wie die des 
Metanitrophenols. Dies steht in Einklang mit den Untersuchungen von 
Peter Rona und Em. Bach (26), die die Einwirkung dieser Phenole auf 
Invertase nach dem Beispiele von Euler und Svanberg studiert haben und 
zu demselben Resultate gelangten. 

Wir haben also hier wieder ein Analogon mit Para- und Metakresol, 
indem das letztere wie hier das Metanitrophenol die geringste Giftwirkung 
aufweist, aber auch die stirkere bakterizide Wirkung zeigt. 

Wichtig erscheint ferner, daB das Phenol weniger wirkt als das Nitro- 
phenol; es tibt offenbar die N O,-Gruppe nicht nur eine erhéhte bakterizide 
Kraft aus, sondern es fallt ihr auch eine gréBere toxische Komponente 
zur Last. Der Einflu8 der H-lonenkonzentration auf die Giftwirkung 
wurde nicht untersucht, da Rona und Bach sowie Euler und Svanberg (27) 
einen solchen auf die Giftwirkung nicht feststellen konnten. 


Zusammenfassung. 


Aus vorstehenden Untersuchungen ergibt sich demnach, daB, ab- 
weichend von £. Fischer (28), der durch Erhitzen von Acetobrom- 
glucose mit Chinolin und itberschiissigem Phenol Tetraacetate des 
#- und £-Phenolglucosids darstellte, durch Einwirkung von Acetobrom- 
glucose in Acetonlésung auf alkalische Nitrophenollésung sich tiber 
die Tetraacetate Nitrophenolglucoside unschwer in guter Ausbeute und 
in schénen farblosen Kristallen zu synthetisieren waren. 

Es wurden auf diese Weise die Glucoacetate des Ortho- (Schmelz- 
punkt 158 bis 159°), des Meta- (Schmelzpunkt 136 bis 137°) und Para- 
nitrophenols (Schmelzpunkt 174 bis 175°) und die Glucoside derselben : 
Ortho- (Schmelzpunkt 130 bis 131°), Meta- (Schmelzpunkt 167 bis 
168°) und Paraglucoside (Schmelzpunkt 164 bis 165°) erhalten. 

Die Glucoside kristallisieren simtlich mit einem Molekiil Wasser, 
welches bei 100° verloren geht. 

Die Tetraacetate sowie die Glucoside weisen untereinander keinen 
bemerkenswerten Unterschied in der Léslichkeit auf. Die Tetraacetate 
unterscheiden sich jedoch von den Glucosiden durch die Unléslichkeit 
in Wasser, wie durch die Léslichkeit in Chloroform. 

Die Tetraacetate gehéren wie die Nitrophenole dem monoklinen, 
die Glucoside dem rhombischen Kristallsystem an. 
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Von den Tetraacetaten drehen das Para- und Meta- nach links, 
das Orthoacetat jedoch nach rechts, was auf eine sterische Beein- 
flussung wird zuriickgefiihrt werden miissen. Durch alle Nitrophenol- 
glucoside dagegen wird die Schwingungsebene des polarisierten Lichtes 
nach links gedreht; durch Emulsin gespalten, drehen sie rechts, wie 
es bei den £-Glucosiden der Fall ist. 

Mit Ammoniak bilden die Nitrophenolglucoside kristallinische Ver- 
bindungen, wofiir ein neuer Beweis in der verminderten Drehung des 
Paraglucosids in ammoniakalischer Lésung erbracht wurde. 

Bei der Priifung der bakteriziden Kraft erwiesen sich die unter- 
suchten Nitrophenole bedeutend starker bakterizid als das Phenol, war. 
auf die eingefiihrte NO,-Gruppe zuriickgefiihrt werden kann, welche 
gleich dem Chlor als negative Gruppe energischer desinfizierend wirkt. 
Von den Isomeren itibt das Metanitrophenol die stiarkste bakterizide 
Wirkung aus, was im Einklang steht mit dem Verhalten der isomeren 
Kresole, von welchen ebenfalls das Metakresol eine gréBere desinfi- 
zierende Kraft ausiibt. Durch die Einfiihrung der Nitrogruppe wurde 
aber der Desinfektionseffekt des Kresols nicht erreicht; offenbar 
steigert die in den Phenolkern eingefiihrte CH,-Gruppe die Des- 
infektionswirkung desselben in einem viel gréBeren MaBe, als es durch 
die NO,-Gruppe bewirkt wird. 

Den Glucosiden kommt keine desinfizierende Wirkung zu, ja sie 
tiben, solange sie nicht gespalten sind, einen das Bakterienwachstum 
fordernden EinfluB aus. 

Da die Léslichkeit der Nitrophenole in Wasser nur wenig iiber 
1 Proz. hinausgeht, so kommen Nitrophenole fiir Desinfektionszwecke 
nur dort in Betracht, wo eine langere Einwirkungsdauer des Des- 
infektionsmittels méglich ist. 

Was die Giftigkeit der Nitrophenole anlangt, konnte festgestellt 
werden, daB diese die der Phenole tibersteigt. Es wird demnach die 
Giftigkeit durch die Einfiihrung der Nitrogruppe erhdéht. 

Von den Isomeren erwies sich das am stirksten bakterizide Meta- 
nitrophenol als schwiacher giftig als das Paranitrophenol; sie zeigten 
also wiederum ein ganz analoges Verhalten wie die isomeren Kresole, 
von denen ebenfalls das am stirksten desinfizierend wirkende Meta- 
kresol am wenigsten giftig ist. 

Die Glucoside zeigten nur eine geringfiigige Giftigkeit, was auf 
die aitherartige Bindung mit dem Zucker zuriickgefiihrt werden kann. 
Dieses Verhalten findet sein Pendant im Organismus, wo eingefiihrte 
Phenole als gepaarte Glucuronsauren, also als glucosidische Bindungen 
-ausgeschieden werden. 

In beiden Fallen handelt es sich um einen EntgiftungsprozeB. 
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Uber die Nitrierung einiger EiweiSkorper. I. 


Von 
Fritz Lieben. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 11. Januar 1924.) 


I. Einleitung. 


Waser und Lewandowsky*) haben Tyrosin iiber Nitrotyrosin und 
Aminotyrosin durch Diazotieren des letzteren Stoffes in Dioxyphenyl- 
alanin tibergefiihrt. Das Praparat war mit dem aus Vicia faba erhaltenen 
identisch. — Es war naheliegend und verlockend, den analogen Vorgang 
bei HiweiBkérpern zu studieren. Die vorliegende Arbeit ist das bisherige 
Ergebnis dieses Studiums. 

Uber die Nitrierung von EiweiSkérpern ist ziemlich viel gearbeitet 
worden. Wir finden die altere Literatur, von Fourcroy und Vauquelin 
angefangen, bei Fiirth?). Die alteste Angabe stammt nach Habermann und 
Ehrenfeld*) tibrigens von Hatchett (Phil. Transact. 1799). Die Autoren 
waren simtlich bemiiht, durch mehr oder minder energische Einwirkung 
von HNO, aus dem EiweiBkomplex Stoffe zu isolieren und diese, so gut 
es ging, zu charakterisieren. DaS den dabei aus der Elementaranalyse 
abgeleiteten Formeln keinerlei Bedeutung zukommt, liegt auf der Hand. 
Firth hat zunichst festgestellt, daB die Salpetersiureeinwirkung keine 
einheitliche Reaktion vorstellt, sondern daB stets eine Reihe ,,albumosen- 
artiger“‘, also niedriger molekularer Korper auftritt; auch hat er als erster 
versucht, die eingefiihrten NO,-Gruppen nach dem Verfahren von Lim- 
pricht*) quantitativ zu bestimmen; er findet bei dem ,,Xanthoprotein“ aus 
Casein 3,05 bis 3,33 Proz. NO,. Bedeutsam ist auch sein Hinweis (S. 66), 
wonach ,,statt des Tyrosins als Spaltungsprodukt des Xanthoproteins ein 
gefarbtes, schwefelhaltiges Produkt, das Xanthomelanin, auftritt, welches 
bei Reduktion und weiterer Spaltung sich als ein Derivat des Indol liefernden 
Komplexes im EiweiSmolekiil erkennen 1é8t und in naher Beziehung zu 


1) E. Waser und M. Lewandowsky, Helv. chim. acta 4, 657, 1921; 
C. 1922, 1, 857. 

2) O. v. Firth, Uber die Einwirkung von Salpetersiure auf EiweiBstoffe. 
Habilitationsschrift Stra8burg 1899. 

3) J. Habermann und R. Ehrenfeld, Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 231. 

4) Limpricht, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 11, 35. 
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den Melaninen und dem Proteinchromogen steht‘. Hier ist jedenfalls 
schon angedeutet, da’ bei der Nitrierung dem Tyrosin bzw. dem ,,indol- 
liefernden‘‘ Tryptophankomplex (die letztere Aminosiure war damals 
noch nicht isoliert) eine wichtige Rolle zukommt. Die Einwirkung von 
starker HN O, auf Proteine hat C. Th. Mérner in einer Reihe von Arbeiten') 
untersucht, er isoiierte mehrere Reaktionsprodukte (Oxalsiure, Pikrinsiure, 
Benzoesaure, p-Nitrobenzoesiure, Terephthalsiure usw.) und suchte ihre 
Entstehung einzeln von den bekannten Aminosiuren abzuleiten. Knoop?) 
weist auf die mégliche Beteiligung von Histidin an den Moérnerschen Reak- 
tionen hin. Interessant ist die Arbeit von Inouye*); er erklart die aro- 
matischen EHiweiBbausteine als maBgebend fiir die Xanthoproteinreaktion. 
Bei der Nitrierung von Seidenfibroin konnte er Mononitrotyrosin (neben 
farblosen Spaltprodukten) isolieren; er zitiert ferner friihere Arbeiten, in 
denen die Teilnahme von Tryptophan an der Xanthoproteinreaktion an- 
genommen wird (Salkowski, Rohde, Abderhalden und Kempe). Gleichfalls 
mit dem Seidenfibroin als Objekt der Nitrierung hat sich 7. B. Johnson‘) 
in mehreren Arbeiten beschaftigt. Er hat ein Nitrofibroin dargestellt und 
dessen Verhalten gegen Reagenzien mit dem des Fibroins in einer Tabelle 
verglichen. Spiter zeigte er, daB das Nitrotyrosin Inowyes (Il. c.) o-N O,- 
Tyrosin der Formel 


NO, _ 
HO —CH,.CHNH,COOH 
\ Ys . 


ist, und daB freies und in Proteinen gebundenes Tyrosin in gleicher Weise 
durch H NO, angegriffen werden; der Eintritt der NO,-Gruppe erfolgt in 
Orthostelle zur Phenol-(Hydroxyl-)gruppe. SchlieBlich sei noch an dieser 
Stelle eine spitere Arbeit von Mérner*®) erwahnt, in der die Farbungen, 
die Tyrosin und Tryptophan nach HNO,-Einwirkung (n/20) in saurer 
und alkalischer Lésung liefern, kolorimetrisch verglichen wird. Die Lésungen 
wurden dabei 3 Minuten am Wasserbade erwirmt. 

Die angefiihrten Arbeiten zeigen simtlich, daB bei der Nitrierung 
von EiweiBkérpern dem T'yrosin und wahrscheinlich auch dem T'rypto- 
phan eine fiihrende Rolle zukommen diirfte. Doch fehlt es bisher an 
einer verliBlichen quantitativen Bestimmung der vom Eiweif auf- 
genommenen N O,-Gruppen; daher fehlt es auch an bestimmten Anhalts- 
punkten dafiir, ob nur das Tyrosin und eventuell noch das Tryptophan 
NO,-Gruppen aufnehmen kénnen, oder ob dafiir auch andere Amino- 
siuren in Betracht kommen; schlieBlich ist das AusmaB der Nitrierung 
(Mono-, Dinitrierung usw.) naturgemiB unbekannt, speziell in seiner 
eventuellen Abhangigkeit von der Konzentration der angewendeten 
HNO,. Es war also mein Bestreben, vor allem zu einer Regel fiir den 

1) C. Th. Mérner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 95, 263; 98, 89, 93 und 97; 
101, 15. 

2) F. Knoop, ebendaselbst 101, 210. 

3) K. Inouye, ebendaselbst 81, 80. 

*) T. B. Johnson und Mitarbeiter, Journ. Amer. Chem. Soc. 87, 2170 


und 2598, 1915; C. 1916, 1, 147; C. 1916, 1, 469. 
5) C. Th. Mérner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 107, 203, 1919. 
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Verlauf der Nitrierung bei Proteinen zu gelangen, diese Méglichkeit 
hing offenbar von zwei Faktoren ab: 1. wie schon erwahnt, von einer 
verlaBlichen NO,-Bestimmungsmethode, und 2. einer ausreichenden 
Kenntnis des Aminosiuregehaltes, vor allem des Gehaltes von Tyrosin 
und Tryptophan bei einigen wichtigen Proteinen. Die diversen 
Bestimmungsmethoden fiir diese zwei Aminoséuren liefern allerdings 
bis jetzt noch keineswegs sichergestellte, untereinander iiberein- 
stimmende Resultate. 


Il. Nitrierung von Seidenfibroin. 

Es lag nahe, als erstes Objekt der Nitrierung das schon von 
Inouye (l.c.) und Johnson (l.c.) verwendete Seidenfibroin heranzuziehen, 
und zwar 1., weil sein Gehalt an Tyrosin ziemlich tibereinstimmend 4), 
als zwischen 10,5 und 11 Proz. liegend angegeben wird, und 2., weil 
dieses Produkt frei von Tryptophan ist, was fiir die erste Orientierung 
erwiinscht war. 

Das Fibroin wurde nach dem Verfahren von Emil Fischer und 
Skita®) aus Rohseide durch Erhitzen derselben mit Wasser auf etwa 
120° im Autoklaven bereitet; das Wasser wurde dreimal erneuert; 
das Fibroin wurde dann auf der Nutsche abgepreBt und der Vorschrift 
entsprechend ausgewaschen, schlieBlich getrocknet. 20g Fibroin 
wurden mit 0,5 Liter 20proz. HNO, (die konzentrierte Saure dreifach 
verdiinnt), wie sie Johnson verwendet hatte, iibergossen und tiber 
Nacht stehen gelassen. Das Fibroin firbt sich alsbald gelb, ebenso 
die Salpetersiure; am nichsten Tage wurde auf der Nutsche (ohne 
Filter) abgepreBt und mit Wasser so lange nachgewaschen, bis im 
Waschwasser mit FeSO, und konzentrierter H,SO, keine Spur von 
HNO, mehr nachzuweisen wer. Das so erhaltene gelbe Nitrofibroin 
wird von H,O, Alkohol und verdiinnter HCl nicht gelést, lést sich in 
konzentrierter HCl schon zum Teil in der Kalte, vollstandig in der 
Warme, farbt sich mit NaOH (ahnlich mit NH,) unter Quellung 
gelbrot (Xanthoproteinreaktion), und liefert schlieBlich keine Farbung 
mit Millonschem Reagens. Ausbeute 19,3 g von 20g Fibroin. 


Ill. Bestimmung der Nitrogruppe. 


Die zu wiahlende Methode der NO,-Bestimmung war vor ihrer 
Anwendung auf EiweiSkérper natiirlich an bekannten Nitrokérpern 
zu erproben. Zuerst wurde die schon erwahnte Methode vom Limpricht 
(l. c.) (nach der Beschreibung von H. Meyer, Analyse und Konstitutions- 


1) Vgl. O. Firth und W. Fleischmann, diese Zeitschr. 127, 137, speziell 
die Tabelle S. 147 und die Zahlen fiir Fibroin S. 148. 
2) EH. Fischer und A. Skita, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 177. 
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ermittlung organischer Verbindungen, 3. Aufl., 1916, 8S. 916f.) an- 
gewendet, und zwar bei Nitrophenol, Nitrosalicylsiure, Pikrinsiure 
und Pikrolonsaure ; es gelang mir aber nicht (auch nicht bei Verwendung 
von n/10 KMnQ, statt n/10 J), zu einem scharfen Umschlag zu kommen. 
Der scharfe Umschlag konnte auch nicht wahrgenommen werden, wenn 
die ,,Sodalésung‘‘ Limprichts (Na,CO, + Seignettesalz) nach Florentin 
und Vandenberghe!) durch CaCO, + Ammoniumcitrat ersetzt wurde. 
Hingegen gelangen die Bestimmungen nach der von Desvergnes?) 
modifizierten Methode von Young und Swain (C. 1897, IT, 8. 1162). 

Ich ging schlieBlich folgendermaBen vor: Der Nitrokérper wird 
in der Warme in Alkohol gelést, indes gleichzeitig CO, aus einem 
Kippschen Apparat in langsamem Strome durch die Lésung geleitet 
wird. Dieser Vorgang gebt in einem Kélbchen mit doppelt gebohrtem 
Gummistopfen vor sich; die eine Bohrung ist fiir den RiickfluBkihler, 
die zweite fiir das CO,-Einleitungsrohr bestimmt, das bis zum Boden 
des Kélbchens reicht. Nach erfolgter Lésung wird durch den Kiihler 
ein berechneter Uberschu8 der Zinnchlorir-HCl-Lésung nach Limpricht 
(s. Meyers Buch, |. c., 8. 916) zugesetzt, von der letzteren wird 1 ccm 
auf n/10 Jodlésung gestellt, und zwar muB diese Einstellung vor jedem 
Versuche von neuem erfolgen, da der Titer der Zinnchloriir-H Cl-Lésung 
Tag fiir Tag langsam abnimmt. 1 ccm n/10 J entspricht: 0,0059 g Sn 
bzw. 0,0007655 g NO,. Es wird noch konzentrierte HCl zugefihrt, 
durch Nachspiilen mit verdiinnter HCl dafiir gesorgt, daB nichts von 
der Zinnchlorirlésung im Kiihler zuriickbleibt und durch 1% bis 
2 Stunden die Lésung unter fortwahrendem CO,-Durchleiten weiter 
gekocht; dann wird die Flamme abgedreht und im CO,-Strome erkalten 
gelassen; das Erkalten dauert je nach dem Flissigkeitsvolumen 1 bis 
3/4,Stunden. Die Lésung wird dann quantitativ in einen 200-ccm- 
MeBkolben gebracht, mit H,O aufgefillt, gut durchgemischt und 
20 com (= 1/49) der Lésung mit n/10 Jod und Starke zum scharfen 
Farbenumschlag titriert. Die verbrauchte Anzahl Kubikzentimeter 
n/10 J wird von der Anzahl Kubikzentimeter n/10 J abgezogen, die 
der zugesetzten Menge SnCl, entspricht, und die Differenz (i. e. die 
wahrend der Reaktion verbrauchte Menge SnCl,) durch Multiplikation 
mit dem Faktor (F) = 0,0007655 auf NO,-Werte umgerechnet. Ich 
habe die (konzentriertere) SnCl,-Lésung von Limpricht beibehalten 
und zum Lésen des Nitrokérpers mit Vorteil nur sehr wenig Alkohol 
verwendet. Die heiBe Lésung muf im CO,-Strome und nicht an der 
Luft erkalten, da sonst die heiBe SnCl,-Lésung oxydiert wird und man 


1) Florentin und Vandenberghe, Bull. soc. Chem. (4) 27, 158, 1920; 
C. 1920, 2, 751. 

2) L. Desvergnes, Ann. Chim. Analyt. appl. (2) 2, 141, 1920; C. 1920, 
4, 310 (vgl. auch J. H. F. Druce, C. 1920, 2, 751). 
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zu hohe Werte findet. Die gefundenen Werte liegen im allgemeinen 
zwischen 90 und 100 Proz. der Theorie. Z. B.: 


0,2101 g p-N O,-Phenol werden in wenig Alkohol gelést; dann 15 cem 
Sn Cl,-Lésung, 30 ccm konzentrierte HCl und etwas verdiinnte HCl zu- 
gefiihrt; es wird im CO,-Strome 2 Stunden gekocht, dann erkalten gelassen: 
leem SnCl, entsprach 11,5cem n/10 J, 15cem SnCl, daher 172,5 ccm 
n/10 J, es wurden verbraucht fiir 20 cem Lésung 8,7 cem n/10 J, daher fiir 
200 cem Lésung 87,0cem n/10 J. 

172,5 — 87,0 = 85,5 n/10 J x F = 0,0654 g N Og, gegen 0,0696 g NO, 
berechnet (etwa 94 Proz.). 

So ergaben: 


i * 0,0711 R , 98 Proz. 
0,2080g Pikrolonsiure . . {0'06895} NO, statt ber. 0,0725¢ i.e. 195 cei 


0,2091g¢ p-NO,-Anisol. . . {posses} NO, statt ber. 0,0629¢ i.e. ras ig 
0,2048g 1,3-Dinitrobenzol 0,1017g NO, berechn. 0,1121gi.e. 90,8 Proz. 
0,2045g Pikrinsture ... 0,1149g NO, berechn. 0,1232gi.e. 92,5 Proz. 
0,2170g o-NO,-Phenol . . 0,0719g NO, berechn. 0,0718gi.e. 100 Proz. 


IV. Bestimmung der N 0,-Gruppen im Nitrofibroin. 


1. Das nach II. dargestellte Nitrofibroin wurde nunmehr dem 
eben geschilderten Verfahren unterzogen. Die Auflésung der Substanz 
erfolgte dabei in konzentrierter HCl (ohne Alkohol). Die Reinheit 
der konzentrierten HCl ist fir den Zweck von gréBter Wichtigkeit 
(Verunreinigungen wie FeCl, kénnen natiirlich oxydierend wirken). 


Z. B. 1,9245 g Nitrofibroin wurden in etwa 45 ccm konzentrierter H Cl 
in der Warme gelést, dann Zusatz von 30 ccm SnCl, usw. wie oben: 


30 cem SnCl, (& 9cemn/10 J): 270cemn/10 J 
es wurden zuriicktitriert im ganzen: 212 cem 
58 ecm 
58eemn/10J x F = 0,0444¢ NO, 
analog liefern 2,0154 g Nitrofibroin = 0,0465¢ _,, 

Die theoretische Berechnung erfolgt auf Grund der folgenden 
Uberlegung ; der Tyrosingehalt des Fibroins wurde zunichst zu 10 Proz. 
angenommen; ferner wurde vorausgesetzt, dafS durch das Stehen in 
2lproz. HNO, die prozentische Zusammensetzung des Nitrofibroins 
gegeniiber der des Fibroins nicht wesentlich geiindert wird (vgl. Ab- 
schnitt IX). 

100g Fibroin enthalten 10g Tyrosin, 10g Tyrosin liefern bei der 
einfachen Nitrierung 12,5 g Nitrotyrosin; daher enthalten 102,5g Nitro- 
fibroin 12,5 g, also enthalten z. B. 1,9245 g Nitrofibroin 0,2347 g Nitrotyrosin. 

Es verhialt sich 
Nitrotyrosin : NO, = 226: 46 = 0,2347: 2, « = 0,0478¢ NO, berechnet, 
gegen 0,0444 g N O, gefunden (etwa 93 Proz.). 

Ebenso enthalten 2,0154 g Nitrofibroin: 

0,2458 g Nitrotyrosin bzw. 0,0489 g N 0, berechnet. 
gegen 0,0465 ¢ NO, gefunden (etwa 93 Proz.). 
Biochemische Zeitschrift Band 145. 35 
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Der berechnete Wert wird nstirlich héher, wenn wir einen Tyrosin- 

gehalt von 11 Proz. fiir Fibroin zugrunde legen: 
0,0515 g NO, bzw. 0,0540 g NO, ber. 
gegen 0,0444¢ _,, » 0,0465¢ ,, gef. (etwa 86 Proz.). 

Die Ubereinstimmung ist, zumal spiiter (s. unten) héhere Werte 
gefunden wurden, eine so weit gute, daB der SchluB berechtigt erschien: 
die Nitrierung von Fibroin mit HNO, (21 proz.) verlduft so, dap nur 
das darin enthaltene Tyrosin, und zwar einfach, nitriert wird. Ich habe 
mich natiirlich davon iiberzeugt, da der ,,NO,-Wert® des Fibroins 
selbst sich in den Fehlergrenzen hilt. 

2. Von Interesse war das Ergebnis der Nitrobestimmung nach 
Hydrolyse mit konzentriertem HCl. Es wurden 2,05 g Nitrofibroin mit 
50 cem konzentriertem HCl (40proz.) etwa 844 Stunden am RiickfluB- 
kiihler gekocht; die N O,-Bestimmung ergab 0,037 g NO, statt 0,051 g 
ber. (i. e. etwa 72 Proz.). Die Lésung farbt sich beim Kochen dunkel, 
so daB an partielle Bildung des Gortnerschen ,,siureléslichen Humins‘ 
auf Kosten des Nitrotyrosins zu denken ware, wenn auch das Verhalten 
von Nitrotyrosin dem von Tyrosin keineswegs analog sein miiBte ; 
ein weiterer Versuch gab fiir 2,01 g Nitrofibroin: 0,038 g NO, statt 
0,050 g ber. (i. e. etwa 75 Proz.). — Um die Méglichkeit auszuschlieBen, 
daB an dem NO,-Wert des Nitrofibroins doch etwa noch andere Amino- 
siuren, z. B. das Histidin!), teilhaben kénnten, wurde nach achtstiindiger 
Hydrolyse mit HCl (20proz.) die mit Wasser etwa finffach verdiinnte 
Lésung mit Phosphorwolframsiure (10proz.) ausgefallt, die Phosphor- 
wolframsiure im Filtrat durch festen Atzbaryt beseitigt (Phosphor- 
wolframsiure gibt mit SnCl, eine blaue Farbe, die ein Titrieren mit 
Jod und Starke unméglich macht), das zweite Filtrat, genau neutra- 
lisiert, eingeengt, von der Salzausscheidung befreit und schlieBlich mit 
einem aliquoten Teile die N O,-Bestimmung ausgefiihrt. Die Berechnung 
ergab etwa 73 Proz. des theoretischen Wertes, also Ubereinstimmung 
mit der Hydrolyse ohne Phosphorwolframsiurefallung. Eine Fallung 
mit Hopkins Reagens (10proz. HgSO, in 5proz. H,S0O,) war minimal, 
da ja Tryptophan fehlt. 

3. Um einen weiteren Einblick in den Mechanismus des Vorganges 
zu gewinnen, war es notwendig, die Wirkung verschiedener H NO,- 
Konzentrationen bei der Nitrierung von Fibroin zu studieren. 

Zur ersten Orientierung setzte ich 20g Fibroin mit 1 Liter HNO, 


konzentriert (etwa 60 proz.) an. Die Fliissigkeit farbte sich stark braun 
und das Produkt ging zum gréBten Teil in Lésung. Nach 24 Stunden 


1) Histidin, Lysin und Arginin sind im Fibroin nur in sehr geringen 
Mengen vertreten, vgl. Z. Fischer und A. Skita, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
85, 221. 
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wurde in viel Wasser gegossen und die sehr spirliche, aber voluminése 
Fallung auf gehirtetem Filter filtriert; das Nachwaschen dauerte mehrere 
Tage. Es verblieben nach dem Trocknen nur 0,8 g eines dunkelbraunen 
Pulvers. Dem Nitrowert 0,026 g NO, gegen 0,022 g berechnet, kommt 
natiirlich keine Bedeutung zu. 


Nunmehr wurde die Wirkung von HNO, (5-, 10-, 20-, 30- und 
40proz.) auf Fibroin bzw. das daraus entstandene Nitrofibroin unter- 
sucht. 

a) 10g Fibroin, mit 4% Liter HNO, (5 proz.) 2 Tage stehen gelassen, 
liefern ein ungefairbtes Produkt, das positiven Millon, aber negative Xantho- 
proteinreaktion (mit NaOH) gab; die NO,-Bestimmung zeigte dement- 
sprechend einen Wert, der sich, wie der fiir Fibroin selbst, in den Fehler- 
grenzen halt (0,0054 g N O, fiir 2 g Substanz). Bei Anwendung von 5 proz. 
HNO, kann also von einer Nitrierung noch nicht gesprochen werden. 

b) Werden 10 g Fibroin mit 4% Liter HN O, (10 proz.) 2 Tage angesetzt 
und wie gewoéhnlich behandelt, so erhalt man ein schwach gelblich gefarbtes 
Produkt, das noch starken Millon und sehr schwache Xanthoproteinreaktion 
zeigte; 2,005 g Substanz gaben 0,018 g N QO,. 

c) Eine Wiederholung der obigen Versuche mit H N O, (20 proz.) ergab 
fiir 2,006 2 0,046 g, fiir 2,007 g 0,050¢ NO,. 

Im Verlaufe der Versuche mit Casein (s. unten) stellte es sich 
heraus, daB bei der Nitrierung NO,-Gruppen aus der Salpetersiure 
vom EiweiB so fest verankert werden kénnen, daB sie sich durch ein- 
faches Auswaschen auf der Nutsche nicht entfernen lassen. Die be- 
treffenden Nitrokérper miissen dann in | proz. Na,CO, quellen, wodurch 
die NO,-Gruppen beseitigt werden, die sonst natiilich einen bedeutend 
héheren Nitrowert vortiiuschen. Um eine solche Tiuschung beim 
Fibroin auszuschlieBen, wurde das NO,-Produkt gleichfalls durch 
etwa 24 Stunden in 1 proz. Na,CO, stehengelassen, nachdem es vorher 
wie sonst auf der Nutsche sorgfiltig NO,-frei gewaschen worden war. 
Die Na,CO,-Lésung zeigte nachher nie eine HNO,-Reaktion, und die 
NO,-Bestimmung mit dem rétlich gefirbten Quellungsprodukt gab 
dementsprechend z. B. fiir 2,00 g Substanz 0,048 g NO,. Beim Nitro- 
fibroin findet also keinerlei Verankerung von NO,-Gruppen statt. 

d) 8g Fibroin mit 4% Liter HNO, (30proz.) versetzt und analog weiter 
behandelt, ergab fiir 2,005 g Nitroprodukt 0,054 g NO,, nach dem Quellen 
in 1 proz. Na,CO, wie in c) resultierte fiir 2,006 g 0,053 g NO,. 

e) SchlieBlich wurde schon fertiges N O,-Fibroin mit HNO, (40 proz.) 
angesetzt und sorgfaltig isoliert; 2,004 g Substanz, die sich im Aussehen nicht 
von dem Ausgangsmaterial unterschied, gab 0,054 g N O,, nach dem Quellen 
in 1 proz. Na,CO,: 0,050 g. 

Wir sehen also, daB die Nitrierung bei HNO, (5proz.) kaum 
merklich ist, sich bei H N O, (10 proz.) nur partiell (etwa zu einem Drittel) 
volizieht, bei HNO, (20proz.) aber schon einen Wert erreicht, der 
auch bei Anwendung stiirkerer Konzentrationen nur mehr unbedeutend 
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zunimmt. Bei Anwendung von konzentrierter H NO, findet fast véllige 
Lésung des Fibroins statt. 

Der Nitrowert, den das Nitrofibroin im Bereiche der 20- bis 40 proz. 
HNO, zeigt, betragt fiir 2g Substanz: 0,046, 0,050, 0,048, 0,054, 
0,053, 0,054, 0,050 g NO,; die Berechnung fiir 2g Substanz unter der 
Voraussetzung der ausschlieBlichen Mononitrierung des gesamten 
Tyrosins im Fibroin ergibt fiir 11 proz. Tyrosin: 0,053 g, fiir 10,5 proz. 
Tyrosin 0,0516 g NO,; die Ubereinstimmung muB als befriedigend be- 
zeichnet werden. 


V. Reduktion des Nitrofibroins. 


Unter den zahlreichen bekannten Reduktionsmitteln erwies sich 
fir den vorliegenden Zweck das Natriumhyposulfit!) Na,S,O, als das 
brauchbarste, da es das sauberste Arbeiten gestattet und von dem 
Reduktionsprodukt sehr bequem durch Auswaschen mit Wasser 
getrennt werden kann. Die Entfarbung geht im offenen GefaBe (bei 
freiem Luftzutritt) sehr langsam vor sich, beschleunigt wird die Reduk- 
tion durch AusschluB des Luftsauerstoffs, und zwar gelingt dies am ein- 
fachsten, wenn man im H,-Strome reduziert und eventuell dabei noch 
in der Schiittelmaschine schiittelt ; doch ist der letztere Umstand nicht 
wesentlich; es geniigt vollkommen, von Zeit zu Zeit mit der Hand 
kraftig zu schiitteln und dabei den durch einen Quetschhahn gebremsten 
Wasserstoff aus dem GefaiBe entweichen zu lassen, worauf man den 
Quetschhahn wieder zuklemmt. Es erwies sich ferner, speziell beim 
Arbeiten mit Nitrocasein, als ein wichtiger Faktor, das Nitroprodukt 
vor der Reduktion nicht zu trocknen; durch diesen Umstand wird die 
Reduktion bedeutend beschleunigt (etwa 2 Stunden). Das Produkt 
wird auf der Nutsche abgesaugt, griindlich ausgewaschen und ge- 
trocknet, es ist nunmehr farblos, auBerlich dem urspriinglichen Fibroin 
vollkommen ahnlich. Es lést sich nicht in verdiinnter HCl, auch nicht 
in 10proz. NaOH (womit es sich schwach gelblich farbt), Millons 
Reagens ruft gelbbraune Farbe hervor, ist also negativ. Die NO,- 
Bestimmung ergab gleichfalls ein negatives Resultat. 

Es ware nun das niachste Ziel gewesen, in diesem Reduktions- 
produkt die NH,-Gruppen nach den Methoden von van Slyke oder 
Sérensen zu bestimmen und das Resultat mit den aus Nitrofibroin 
gewonnenen Zahlen zu vergleichen; doch standen der Verwirklichung 
dieser Absicht die Eigenschaft des Fibroins und seiner Derivate ent- 
gegen, sich nur in starker Saiure oder starkem Alkali zu lésen, wobei 
natiirlich die EiweiBmolekel weitgehend in ihre Aminosiuren zerlegt 


1) Bezeichnung nach K. A. Hofmann, Lehrb. d. anorg. Chem., 4. Aufl., 
1922, S. 166. 
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wird. Dabei treten so zahlreiche N H,-Gruppen auf, daB nicht erwartet 
werden konnte, die sehr geringe Differenz zwischen dem N H,-Gehalt 
des Fibroins und dem des eben besprochenen Reduktionsproduktes 
wahrzunehmen. Es kann sich z. B. bei den im van Siyke-Apparate 
zu behandelnden Mengen um héchstens 4 bis 5 mg Amino-N handeln. 
Dieser Frage konnte mithin erst beim Casein nahergetreten werden. 

10g Reduktionsprodukt wurden mit 150 cem 30proz. NaNO, und 
38 cem Eisessig versetzt, es trat starke N O,-Entwicklung ein; die dunkel 
orange gefairbten Faden wurden abgesaugt und griindlich ausgewaschen; 
das Produkt gab mit FeCl, keine Reaktion, mit NaOH wird es dunkel- 
violett. Der als ,,Nitrowert‘‘ berechnete Reduktionswert fiir 2g nach 
Behandlung mit 1 proz. Na, CO, betrug 0,023 bis 0,019 g. Auch das Hydro- 
lysat mit 25proz. H,SO, gibt keinerlei deutliche Reaktion auf Brenz- 
catechinderivate. 


VI. Bestimmung der N 0,-Gruppen im nitrierten Casein. 


Ganz wie beim Fibroin wurden 20g Casein (Hammarsten) mit 
Vy, Liter 20proz. HN O, iiber Nacht stehengelassen, dann auf gehirtetem 
Filter abgesaugt und das gelbe Pulver mit Wasser frei von NO, ge- 
waschen. Die Ausbeute betrug etwa 20g. Das Nitroprodukt ist im 
Wasser, Alkohol und verdiinnter HCl unléslich, lést sich allmahlich, 
schneller beim Erwirmen in konzentrierter HCl, sowie in NaOH, 
dabei tritt Rotfirbung ein (Xanthoproteinreaktion); die Millonsche 
Reaktion ist negativ; ebenso die Voisenetreaktion auf Tryptophan). 
Die wie in IV. ausgefiihrte NO,-Bestimmung ergab nun ein iiberraschend 
hohes Resultat: 
2,276 g Nitrocasein lieferten 0,045 g NO, 
2,007 g We ‘i 0,044¢ =, 
2,013 g - 2 0,041g ,, ; 
wurde mit 20proz. HCl durch 12 Stunden hydrolysiert, so ergaben 2,015 g 
Nitrocasein 0,035 g NO,, also eine Erniedrigung wie beim Nitrofibroin. 
Demgegeniiber gab die Berechnung einen entschieden niedrigeren, 
wenn auch durchaus nicht sichergestellten Wert; es war ja zunichst 
die Hauptfrage, ob bei der Nitrierung das Tryptophan beteiligt ist, noch 
keineswegs entschieden; ferner ist aber auch der T'yrosingehalt des 
Caseins nicht iibereinstimmend festgesetzt. Fiirth und Fleischmann (1. c.) 
finden 5 bis 5,5 Proz., Folin und Looney?) 6 bis 6,5 Proz.; der Trypto- 
phangehalt des Caseins diirfte mit 1,6 Proz. richtig angenommen sein, 
da sich die Werte von Fiirth, Nobel und Lieben*) im Verlaufe von in 
diesem Institut angestellten Untersuchungen von Fiirth und Z. Dische 


1) Vgl. O. Firth und E. Nobel, diese Zeitschr. 109, 103; O. Fiirth und 
F. Lieben, ebendaselbst 109, 124. 
2) O. Folin und J. M. Looney, Journ. biol. Chem. 51, 421. 
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(erscheint demnachst) als zu hoch herausgestellt haben. 2g Nitro- 
casein miBten liefern fiir 


Spiros. Pyro 30 eat. . . 0,025 g NO, 
Tae ei Lae Ss tea Trakcla Tiga 0,028g ,, 
6 5 OE Pe creat eek otras . 0,030g ,, 
ae Se eK ike biee ewe 0,033 g ,, 


Hierzu kame eventuell der N O,-Wert fiir 1,6 proz. Tryptophan : 0,0070 g 
NO,; der NO,-Wert konnte mithin in Summa 0,032, 0,035, 0,037 
und 0,040 g betragen, also zwischen 0,032 und 0,040 g liegen; die oben 
gefundenen Werte von 0,041 bis 0,045 g erscheinen also jedenfalls 
auffallend hoch, zumal man in Analogie zum Fibroin erwarten sollte, 
daB bei Verwendung von 20proz. HNO, der gefundene Nitrowert 
sich eher etwas unter dem theoretischen Wert halten wiirde. Es galt 
nun, dieses abweichende Verhalten des Caseins zu erkliaren. 

Die Untersuchung muBte sich zu diesem Zwecke in zwei Richtungen 
bewegen: 1. muBte die Frage der Beteiligung von Tryptophan an der 
Nitrierung geklart und 2. muBte die Ursache der dann noch verbleibenden 
Differenz ermittelt werden. 


1. Frage der Beteiligung von Tryptophan an der Nitrierung. 

Zur ersten Orientierung wurde eine Reihe von Eprouvetten- 
versuchen mit je 0,05 g Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin, Histidin 
und Prolin und je 10 ccm 20proz. HNO, in der Kalte angesetzt. Es 
farbte sich Tyrosin braunrot, Tryptophan schwach gelblich, die anderen 
Aminosiéuren blieben farblos. Es sei hier avsdriicklich bemerkt, daB 
Phenylalanin sich bei den hier in Betracht kommenden Bedingungen 
(in der Kalte) nicht mit HNO, farbt, erst beim Erhitzen mit konzen- 
trierter HNO, tritt Gelbfarbung ein. Zum Zustandekommen der 
,,Xanthoproteinreaktion“ ist also das Vorhandensein eines Phenol- 
kernes notwendig, der Benzolkern liefert keine Farbung!), auch der 
Indolkern des Tryptophans diirfte vorher einer Oxydation unterliegen. 
Ebensowenig wie dieser Orientierungsversuch konnte die Hydrolyse 
des Nitrocaseins mit 20- bis 40pro7. HCl oder die Ausfallung des 
Tryptophankomplexes mit Hopkins Reagens (s. oben) die Frage der 
Beteiligung des Tryptophans an der Nitrierung zur Entscheidung 
bringen. Sowohl nach achtstiindiger Hydrolyse mit 20proz. HCl 
und direkter N O,-Bestimmung, als nach der auf die Hydrolyse folgenden 
Ausfillung mit 10proz. Phosphorwolframsiure einerseits, mit Hopkins 


1) Wenn es sich bei der Xanthoproteinreaktion des Urochromogens 
von Weiss (diese Zeitschr. 184, 567 bzw. 587) wirklich um Phenylalanin 
handelt, so kénnte sich in diesem Falle der Phenolkern allenfalls durch die 
oxydierende Wirkung der konzentrierten HNO, in der Hitze bilden; vgl. 
auch H. Brunswick (Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 268). 
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Reagens andererseits, blieb der N O,-Wert, auf 2 g umgerechnet: 0,040 g 
NO, bzw. 0,037 und 0,036 g NO, ; die geringe Abnahme konnte natiirlich 
ebensogut auf die beim Fibroin besprochene Bildung von_,,siure- 
léslichem Humin‘ (nach Gortner) aus NO,-Tyrosin, wie auf die Zer- 
stérung bzw. Ausfillung von nitriertem Tryptophan zurickgefihrt 
werden. Zu der letzteren Alternative ist aber zu bemerken, daB sich 
ein nitriertes Tryptophan gegen HCl und Hopkins Reagens gar nicht 
wie urspriingliches Tryptophan zu verhalten braucht. Es kénnte 
1. der nitrierte Komplex bei HCl-Behandlung erhalten bleiben, 2. kénnte 
auch bei Zerstérung desselben ein Teil, mit der NO,-Gruppe beladen, 
durch SnCl, reduziert werden; ja schlieBlich kénnte diese Zerstérung 
des Tryptophankomplexes schon gleich bei der Nitrierung erfolgt sein, 
trotzdem aber der Teil mit der Nitrogruppe den Nitrowert des Nitro- 
caseins mitbestimmen. Mit Riicksicht auf die bekannte Labilitat des 
Tryptophans erscheint mir die letzte Eventualitat als die wahrschein- 
lichste. So blieb nichts ibrig, als Tryptophan derart zu nitrieren, 
daB mit dem Produkt eine NO,-Bestimmung ausfihrbar wire, und 
zwar bestand die Schwierigkeit darin, den Tryptophankomplex aus 
dem Nitrierungsgemisch in unléslicher Form abzuscheiden. 

Hierzu wurde die Mutterlauge einer an Tryptophan reichen Kristalli- 
sation, die durch zweimalige Fiallung mit Hopkins Reagens und Waschen mit 
5proz. H, SO, sorgfaltig von Tyrosin befreit worden war, verwendet. Die 
dunkelgefarbte Mutterlauge wurde mit konzentrierter HNO, auf 20proz. 
HNO, gebracht und tiber Nacht stehengelassen; dann wurde mit NaOH 
deutlich alkalisch gemacht und mit Merkuriacetat das tiberschiissige Alkali 
gefallt; hierbei erscheint das Filtrat der vorher stark rotbraun gefairbten 
Lésung nur mehr schwach gelblich, es wird also ein guter Teil des in alkali- 
scher Lésung stark gefarbten nitrierten Tryptophankomplexes vom Nieder- 
schlag mitgerissen. Dieser Niederschlag wird N O,-frei gewaschen, in schwach 
salzsaurem Wasser suspendiert, das Hg als HgS ausgefallt, das Filtrat 
durch Luftdurchleiten von H,S befreit, genau neutralisiert, eingeengt und 
schlieBlich nach Zufiigen von starker HCl die N O,-Bestimmung ausgefiihrt. 
Das Resultat hatte natiirlich nur qualitative Bedeutung, war aber deutlich 
positiv. Ein blinder Versuch ohne Tryptophanzusatz erwies sich als negativ. 
(Im Gegensatz hierzu bleibt bei Verwendung von Bleiacetat als Fallungs- 
mittel auch nach dem Auswaschen NO, im Niederschlag nachzuweisen, 
offenbar durch Bildung von unléslichem basischen Bleinitrat. ) 

Doch hatte mir schon vorher die Verfolgung der zweiten Frage 
(nach dem Ursprung des hohen Nitrowertes beim Nitrocasein) die 
Uberzeugung verschafft, daf Tryptophan an der Bildung des Nitro- 
wertes beteiligt ist. 


2. Erkldrung des Nitrowertes beim Nitrocasein. 
Es war naheliegend, daran zu denken, daB die Salpetersiure neben 
ihrer nitrierenden auch eine oxydierende Wirkung auf die EiweiBkérper 
ausiiben kénnte, und dab die so entstandenen Oxydationsprodukte 
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durch SnCl, wieder reduziert werden kénnten. Es wurde also zunichst 
die Wirkung von Oxydationsmitteln, die nicht nitrieren, auf Fibroin 
und Casein untersucht: diese Einwirkung muBte aber, der von 20proz. 
HNO, entsprechend, eine milde sein. 

So wurden z. B. 10g Casein in schwach alkalischer Lésung mit 5 g 
K MnO, in Wasser versetzt, von MnO, filtriert, der Niederschlag nochmals 
mit Wasser ausgekocht, die vereinigten Filtrate mit Essigsiure neutralisiert 
und mit etwa dem gleichen Volumen Alkohol versetzt. Die sparliche Fallung 
wurde abgesaugt und getrocknet; Xanthoproteinreaktion und Voisenet 
negativ; Millon spurenweise. 1,70 g Substanz liefern Nitrowert 0, genau so 
wie das urspriingliche Casein. Fiirth 1) hat aus Casein durch Oxydation 
mit K MnO, sogenannte Peroxyprotsduren in Form der Bleisalze dargestellt. 
Diese mir von ihm freundlichst zur Verfiigung gestellten Stoffe gaben nach 
Entfernung des Bleies mit HCl positive Werte bei der Nitrobestimmung. 
Deutlich positive Werte liefern auch Chinone (1g Benzochinon gibt 
z. B. im Mittel 0,1 g ,,Nitrowert’*. Dieser Wert, auf 2 g Nitrocasein ent- 
sprechend umgerechnet, gibt 0,007 g NO,). Quantitative Schliisse lieBen 
sich aus diesen Beobachtungen nicht ziehen. 

Einen Fortschritt brachte erst der Versuch, analog wie beim 
Fibroin, die Konzentration der Salpeterséure zu variieren. 

Als namlich 10 g Casein mit 4% Liter 5proz, HNO, in gewohnter 
Weise angesetzt wurden, blieb das Reaktionsprodukt rein wei und 
zeigte unveranderte Millon- sowie positive Tryptophanreaktion, jedoch 
keine Farbung mit NaOH. Eine Nitrierung konnte mithin nicht statt- 
gefunden haben. Nichtsdestoweniger lieferten die N O,-Bestimmungen 
fiir je 2g Substanz: 0,018, 0,016, 0,013 g NO,, also deutlich positive, 
auBerhalb der Fehlergrenzen liegende Werte. 

Versuche mit 10proz. HN O, lieferten dagegen bereits gelbe Kérper 
mit negativem Millon und Voisenet, positiver Xanthoproteinreaktion 
und Nitrowerten in der Nahe der friiher erwihnten: 0,038, 0,040, 
0,043, 0,044 g NOQ,. 

Es ergibt sich, daB auch ohne erfolgte Nitrierung das mit HNO, 
behandelte Casein bei der Bestimmung positive Werte geben kann; 
diese sind offenbar auf verankerte NO,-Gruppen zuriickzufiihren, die 
sich durch einfaches Auswaschen mit Wasser nicht beseitigen lassen 
(Gegensatz zum Fibroin; s. oben). 

Fiir diese Annahme sprachen auch die Schwankungen in den Nitro- 
werten, die namentlich bei Anwendung stirkerer Saure hervortreten, 
besonders aber das weitere starke Ansteigen der Nitrowerte bei Nitrierung 
von mittels 20proz. HNO, dargestelltem Nitrocasein durch 30proz. bzw. 
40proz. HNO,; es wurden 0,063, 0,055 bzw. 0,060 g NO, gefunden. 

Der nachste Schritt war, die verankerten NO,-Gruppen aus dem 
Nitrocasein zu entfernen; dies geschah (wie schon oben beim Fibroin 


1) O. v. Fiirth, Hofmeisters Beitr. 6, 318, 1905. 
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erwahnt) durch lproz. Sodalésung. Dabei geht das Nitrocasein in 
eine rétliche, zihe Lésung mit positiver HNO,-Reaktion iiber; nach 
Stehen tiber Nacht wurde mit verdiinnter HCl ein zaher, gelber Nieder- 
schlag gefallt, auf Faltenfilter filtriert und sorgfaltig N O,-frei gewaschen. 
Der getrocknete Kérper wird zu einem Pulver zerrieben. Das Resultat 
einiger derartiger Versuche, immer mit 2 g Substanz, war 0,031, 0,031, 
0,037, 0,038 g NO,; Casein, mit 30proz. HNO, behandelt, gab nach 
dem Quellen in lproz. Na,CO,-Lésung usw. 0,037, Nitrocasein, mit 
40proz. HNO, angesetzt, lieferte 0,035 g NO,, nach nochmaligem 
Quellen 0,033 g NO,. Eine Wiederholung des Quellens setzt, wie 
mehrfach konstatiert wurde, den Nitrowert des Caseins nicht wesentlich 
herab. Ein Kontrollversuch wurde mit Casein, das mit 5proz. HNO, 
behandelt worden war, angestellt; derselbe lieferte einen Nitrowert 
innerhalb der Fehlergrenze. Wird ein aus 10 proz. HNO, dargestelltes 
Nitrocasein der Quellung wie oben unterworfen, so ergibt sich 0,017, 
0,020 g NO,. 

Es zeigt sich, daB das Casein nach dem Entfernen der verankerten 
NO,-Gruppen sich bei der Nitrierung dem Fibroin analog verhilt: 
Die 5proz. HNO, ist wirkungslos, die 10proz. HNO, bewirkt bereits 
eine partielle Nitrierung, 20-, 30- und 40proz. HNO, ergeben Werte 
von 0,031 bis 0,038 g, doch ohne stetig ansteigenden ,,Gang‘*. Stellen 
wir nun die theoretische Berechnung gegeniiber (s. oben), so finden wir 
fiir einen Tyrosingehalt von 6,5 Proz.!) den Wert 0,033 g NO,; oder 
bei Hinzuziblung von 0,0070g NO, fiir 1,6 proz. Tryptophan 0,040 g 
NO,. Ohne vollkommene GewiBheit zu geben, steht, zumal unter 
Beriicksichtigung der Beobachtungen von Fibroin, die zweite Annahme 
entschieden mit den gefundenen Daten in besserem Einklang. 


VII. Reduktion des Nitrocaseins. 


Nitrocasein wird in Iproz. Na,CO,-Lésung gelést, dann mit 
Na, 8,0, versetzt (z. B. 50g Na, 8,0, auf 10g Substanz in 150 ccm 
lproz. Na,CO,) und im H,-Strome in 1 bis 2 Stunden (s. oben beim 
Nitrofibroin, V) reduziert, wobei die Lésung farblos wird. Das Produkt 
wird durch verdiinnte HCl gefallt (starke SO,-Entwicklung und vor- 
iibergehende Orangefiirbung durch Freiwerden der Unterschwefel- 
siure), abgesaugt, vom abgeschiedenen Schwefel durch Digerieren mit 
Schwefelkohlenstoff befreit und ausgewaschen. Das Auswaschen muB 
méglichst rasch vor sich gehen; denn die Substanz hat in reinem Wasser 
die Tendenz, zu quellen bzw. sich zu lésen; auch in Alkali ist sie etwas 


1) Nach neuen iibereinstimmenden Bestimmungen, die im hiesigen 
Institute nach zwei verschiedenen Methoden (Bromaddition und modifiziertes 
Millonverfahren) gefunden worden sind. 
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léslich, unléslich in verdiinnten Sauren. Millon- und Voisenetreaktion 
sind negativ, der Nitrowert liegt in den Fehlergrenzen. 

Im Gegensatz zu dem Reduktionsprodukt beim Fibroin war hier 
im Prinzip die Méglichkeit gegeben, die freien Aminogruppen nach 
dem Verfahren von van Slyke oder Sérensen zu bestimmen, da eine 
Auflésung der Substanz (zumal im feuchten Zustande) in verdiinntem 
Alkali ohne erhebliche Desintegration ausfiihrbar erschien. Man konnte 
so zu einem Vergleich zwischen urspriinglichem Casein und dem Re- 
duktionsprodukt gelangen; allerdings war es beim letzteren auch an- 
gezeigt, die Zeit der Reduktion in der Natriumhyposulfitlésung méglichst 
abzukiirzen; auch hier konnte ja Desintegration eintreten. 


VIII. Aminogruppenbestimmung nach van Slyke bei Casein, Nitrocasein 
und dessen Reduktionsprodukt. 


Ich entschied mich fiir das Verfahren nach van Slyke und benutzte 
den von ihm in Abderhaldens Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden (Abt. I, Teil 7, S. 263 ff., 1922, dort auch Literatur) be- 
schriebenen Apparat; eine Schiittelvorrichtung stand mir nicht zu 
Gebote. 

Mit der Bestimmung der freien Aminogruppen in einigen Proteinen 
haben sich van Slyke und Birchard'), ferner Herzig und Lieb?) beschaftigt ; 
auch Casein wurde untersucht, die ersteren bedienten sich dabei einer 
Mikroapparatur. Selbstverstandlich muBten bei der mir zur Ver- 
fiigung stehenden groBen Apparatur auch gréfere HiweiBmengen zu 
den Bestimmungen verwendet werden, als sie von den oben genannten 
Autoren benutzt worden waren; also Mengen, die bei der Bestimmung 
wenigstens einige Kubikzentimeter Aminostickstoff entwickeln muBten ; 
anderenfalls war irgend eine wahrnehmbare Abweichung zwischen dem 
Aminostickstoff des Caseins und dem des Reduktionsproduktes nicht 
zu erwarten. Dabei wird der durch verdiinntes Alkali in Lésung ge- 
brachte Eiwei®kérper beim Vermischen mit der salpetrigen Saure und 
dem Eisessig natiirlich gefallt und der Niederschlag — bei Verwendung 
von 0,1 bis 0,2 g Substanz eine betrichtliche Menge — hat die Tendenz, 
iiberzuschiumen und die Kapillaren des Apparates zu verstopfen; 
durch Zusatz von einigen Tropfen Oktylalkohol (nach van Slyke) kann 
man zumeist das letztere, nicht aber das erstere verhindern; anderer- 
seits darf in Ermangelung der Schiittelvorrichtung keinesfalls vor 
Ablauf einer halben Stunde die erste Ablesung vorgenommen werden; 
weitere Ablesungen im Verlaufe von etwa weiteren halben Stunden 
bringen regelmaBig Zunahmen von 0,5 bis 1 ccm; zu einem Endpunkte 


1) D. D. van Slyke und F. J, Birchard, Journ. of biol. Chem, 16, 539,1913. 
2) J. Herzig und H. Lieb, Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, 1921. 
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kommt man iiberhaupt nicht, da der EiweiBkérper im Apparat unter 
der Einwirkung der salpetrigen Saéure allmihlich desintegriert wird, 
was natiirlich ein Ansteigen des Aminostickstoffwertes zur Folge hat. 
Es ist klar, daB bei den erwahnten Schwierigkeiten ich den gefundenen 
absoluten Werten keine groBe Bedeutung zumessen kann, wohl aber ist 
es bei Einhaltung gleicher, namentlich zeitlicher Bedingungen méglich, 
die beim Casein gefundene Wertreihe mit der von Nitrocasein oder 
dem Reduktionsprodukt herstammenden Reihe zu vergleichen und 
daraus Schliisse auf den Verlauf der Desintegration bei der Nitrierung 
oder auf das eventuelle Auftreten newer Aminogruppen zu ziehen. 

Nach Ausfiihrung einer blinden Bestimmung wurde der Apparat 
mit Alanin, Leucin, Tyrosin und Nitrotyrosin erprobt; die Resultate 
waren befriedigend, wenn es mir auch nicht gelang, jenen Grad von 
Genauigkeit zu erreichen, den van Slyke!) angibt. 

I. Ein Orientierungsversuch mit 5g Casein, in 50 ccm 2proz. 
NaOH geldést, ergab fiir 5ccm (0,5 g Casein) Lésung bei 34 Stunden 
Versuchsdauer 2,7 mg Amino-N; die folgenden Resultate wurden 
nunmehr auch auf 0,5g Substanz umgerechnet. Weitere Versuche, 
berechnet fiir 0,5 g Casein, ergaben 2,6 und 2,3 mg Amino-N. 

Es wurden nun bei einer Bestimmung mehrere Ablesungen vor- 
genommen; dabei wurde gefunden fiir 0,5 g Substanz: 


a) Nach Stunde 1. Ablesung 2,1 mg Amino-N, b) 2,6 mg Amino-N 
F 2 


9°? 3/4 9° Sd 9° 2,6 9 ’° Us 9° 9 
Shee ie 3. i Gea 3 4,0 ,, ie 
AS as eae? 4. hi a ae a an i 
o TRS 5 ee 3,5 YS es 


eine dritte Reihe gab die Zahlen c) 1,9, 2,6, 3,5, 4,2, 4,4 mg Amino-N. 


Ein Mittelwert kann mit 3,2 mg Amino-N fiir 0,5¢ Casein, i.e. 
0,64 Proz. angenommen werden, in Prozenten des Gesamt-N (= 15 Proz.) 
betrigt der Wert 4,3 Proz. Van Slyke gibt den letzten Wert mit 5,5 Proz. 
an. Da er, wohl mit Recht, den freien Aminostickstoff der Proteine 
auf die @-Aminogruppe des Lysins zuriickfiihrt, stiitzt er den letzt- 
angefiihrten Wert auf eine Bestimmung des Lysins in einigen Proteinen?). 
Danach enthielte das Casein etwa 8 Proz. Lysin. Die weitere Forschung 
wird ergeben, ob es bei dieser Zahl bleibt. 

II. Es wurde nunmehr zuniichst das Nitroprodukt (aus 20proz. 
HNQO,) untersucht. Dieser Kérper lést sich ebenso wie sein Reduktions- 
produkt, in véllig trockenem Zustande nicht in 2proz. NaOH; man 
muB feuchte Substanzen verwenden, von denen man einen aliquoten 
Teil zur Trockensubstanzbestimmung benutzt. 





1) D. D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 9, 185 (s. Tabelle S. 193f.). 
2) Derselbe, ebendaselbst 16, 531. 
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1. 4,62 g in 50 ccm 2proz. NaOH gelést; van Slyke mit 5 ecm (0,462 g) 
1, Ablesung nach 40 Minuten 3,6 mg Amino-N 


2. 9 9° 55 ” 4,0 ” ” 
3. 9? 9? 70 99 4,4 9? > 
4. 9° 9°? 85 9° 4,4 ° 99 


i.e. fiir 0,5 g Substanz 4,0 bis 5,0 mg Amino-N. 

2. 2,60g in 50cem 2proz. NaOH gelost, liefern fiir 0,26 g 2,4, 2,9, 
3,0 mg Amino-N, i. e. fiir 0,5 g 4,6 bis 5,8 mg Amino-N, am folgenden Tage 
war der Amino-N-Wert noch derselbe; die Desintegration geht also in 2 proz. 
NaOH in der Kalte kaum merklich vor sich. Nach einstiindigem Erhitzen 
der Lisung auf dem Wasserbade stieg der Wert fiir ‘0,5 g auf im Mittel 
6,7 mg, nach vierstiindigem Erhitzen auf dem Wasserbade und Stehen iiber 
Nacht auf 14mg; bei weiterer Fortsetzung des Versuches begannen sich 
Teilchen abzuscheiden. Man sieht, wie langsam die Desintegration unter 
diesen Bedingungen fortschreitet. 

Ilf. 1. Von dem Reduktionsprodukt des Nitrokérpers wurden 12 g 
in 100 cem 2proz. NaOH gelést. Van Slyke mit 5 ccm (= 0,6 g) ergab im 
Verlaufe mehrerer Ablesungen 3,5 bis 5,2mg bzw. fiir 0,5g Substanz 
2,9 bis 4,20 mg Amino-N. 

2. 3,15 g Reduktionsprodukt analog behandelt; van Slyke mit 5 cem 
(0,31 g) ergab 2,0 bis 3,8 mg, i.e. fiir 0,5 g 3,3 bis 6,4 mg. 

Wenn wir also die fiir je 0,5 g Casein, Nitrocasein und dessen 
Reduktionsprodukt gefundenen Mittelwerte zusammenstellen, und 
zwar fiir Casein 3,2, Nitrocasein 4,8, Reduktionsprodukt 4,2 mg Amino- 
stickstoff, so siebt man, dab die Werte fiir den Nitrokérper und dessen 
Reduktionsprodukt den Aminostickstoffwert fiir Casein deutlich tiber- 
treffen, entsprechend der durch die Vorbehandlung (HNO, und 1 proz. 
Na,CO,- bzw. Na,S,O,-Lésung) hervorgerufenen geringfiigigen Des- 
integration, daB& die beiden ersterwihnten Stoffe aber untereinander 
keinen auferhalb des Versuchsfehlers liegenden Unterschied aufweisen. 
Es sind also bei der Reduktion des Nitrokérpers freie Aminogruppen 
nicht gebildet worden, die sich mit der Methode von van Slyke nach- 
weisen lassen. Ob die Ursache dieser Erscheinung in chemischen Um- 
lagerungen in der EiweiBmolekel oder in anderen unbekannten Faktoren 
zu suchen ist, kann ich derzeit nicht entscheiden. 

Selbstverstindlich verlor durch diesen Befund der Plan, das Reduktions- 
produkt zu diazotieren, stark an Interesse. Es wurden 8 g Reduktions- 
produkt mit 120 cem 30proz. NaN O, und 31 ccm Eisessig allmahlich versetzt, 
das Reaktionsprodukt abgesaugt und ausgewaschen. Dasselbe war braun 
gefiirbt, léste sich in 10proz. NaOH allmahlich mit dunkelroter, in kon- 
zentrierter HCl rasch mit hellbrauner Farbe, Millon ist negativ, FeCl, 
gibt keine deutliche Reaktion. Eine NO,-Bestimmung mit 2g gab einen 
,»,Nitrowert‘‘ von 0,018 g; die Unléslichkeit der Produkte in 2- bis 4proz. 
NaOH verhinderte die Ausfiihrung einer Bestimmung nach van Slyke. 
Auch nach vollstindiger Hydrolyse in 25proz. H,SO, und Ausfallung der 
H, SO, durch Atzbaryt zeigte das braune Filtrat keine Reaktion mit FeCl,, 
die auf das Vorhandensein eines Brenzcatechinderivates hindeuten wiirde. 


: 
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IX. Verlauf der Desintegration bei der Nitrierung. 

Wenn nun, wie oben gezeigt, bei der Reduktion des Nitrocaseins 
ein ,,Aminocasein“ mit neu auftretenden Aminogruppen sich nicht 
gebildet hatte, so zeigte andererseits das Ansteigen des Amino-N- 
Wertes bei dieser Substanz sowie beim Nitrocasein gegeniiber dem 
Casein das Eintreten einer, wenn auch geringfiigigen Desintegration 
bei der Nitrierung an; deren Verlauf bei Verwendung verschiedener 
Saurekonzentrationen bis zur héchsten zu studieren, versprach einen 
weiteren Einblick in den in dieser Arbeit behandelten Vorgang. 

A. Zunichst wurde der Amino-N-Wert bei totaler Hydrolyse fiir 
Casein, Nitrocasein und dessen Reduktionsprodukt ermittelt; die fir 
die Bestimmung verwendeten Proben wurden mit 30proz. NaOH 
neutralisiert. 

1. 10g Casein wurden in 100 g 25proz. H,SO, am Babotrichter und 
RiickfluBkiihler durch 10 Stunden erhitzt. 

Van Slyke mit 1 ccm des Filtrates (= 0,09 g Casein) ergab 10,8 mg 
Amino-N, i. e. fiir 0,5 g 60 mg Amino-N. 

In einem analog behandelten Hydrolysat ergab die Bestimmung fiir 
0,106 g Substanz 11,8 bis 12,1 mg; i. e. fiir 0,5 g 55,5 bis 57,1 mg Amino-N 

2. 5,4g Nitrocasein, analog behandelt, gab bei zwei Bestimmungen 
fiir 0,077 g Substanz 8,3 bzw. 8,5 mg; i. e. fiir 0,5 g 53,9 bis 55,2 mg Amino-N. 

3. 7,0 g Reduktionsprodukt, wie 1. behandelt, gab bei einer Bestimmung 
fiir 0,063 g Substanz 6,8 bis 7,3 mg; i. e. fiir 0,5 g 53,9 bis 57,1 mg Amino-N. 

Es diirfte also nach diesen Bestimmungen fiir die untersuchten 
Substanzen in guter Ubereinstimmung 55 mg Amino-N als Mittelwert 
fir 0,5 g anzunehmen sein. 

Es wurde noch eine 42stiindige Hydrolyse von 5 g Casein angesetzt ; 
ihr Ergebnis war, fiir 0,5g Substanz berechnet, 61,8 bis 62,7 mg 
Amino-N. Bleiben wir bei diesem héchsten Werte von 62mg und 
ziehen hiervon die Zahl fiir den Ammoniakstickstoff ab, der im Werte 
nach van Slyke!) mit enthalten ist, so giibe dies in Prozenten des 
Gesamt-N (= 15 Proz.) 82,7 — 10,0 = 72,7 Proz. [van Slyke, 1.c., 
findet 68,28 Proz., Osborne und Guest?) 71,7 Proz.}, und fiir 0,5 g Sub- 
stanz berechnet 54mg Amino-N. 

B. Es wurde ferner der Amino-N-Wert fiir Nitrocasein aus 30-, 
40- und 60proz. (konzentrierter) HNO, bestimmt. 

1. 2,43 g Nitrocasein aus 30proz. HNO, wurden in 100 ccm Iproz. 
NaOH gelist. Zwei Proben & 5 ccm (= 0,121 g) ergaben nach van Slyke 
1,72 bzw. 1,90 mg Amino-N, i.e. fiir 0,5 g 7,2 bis 7,8 mg Amino-N, 

2. 2,1g Nitrocasein aus 40proz. HNO, in 50ccm 2proz. NaOH 
gelést, gaben fiir Proben & 2cem (= 0,084 g) 1,2 bis 1,5 mg Amino-N, 
i.e. fir 0,5 g 8,0mg Amino-N. 


1) Vgl. D. D. van Slyke, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 48, 3179, 1910. 
2) Th. B. Osborne und H. H. Guest, Journ. of biol. Chem. 9, 335, 1910. 
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3. 20 g Casein wurden mit 200 cem konzentrierter H N O, angesetzt, 
es trat tiber Nacht vollstaéndige Lésung ein (Volumen 220ccem). Da 
beim Neutralisieren von Proben der Lésung voluminése Fallungen auf- 
treten, die ein Einfiihren in den van-Slyke-Apparat unméglich machen, 
wurden die Bestimmungen mit Proben a 1 ccm der urspriinglichen 
Lésung gemacht. Die konzentrierte HNO, verursacht zuniichst 
stiirmische Gasentwicklung, die aber bald nachlaBt; eine Fallung tritt 
im Apparat natiirlich nicht auf. 1lcem (= 0,091 g) ergab 2,15 mg; 
i. e. fir 0,5 g 11,8 mg Amino-N. Eine Probe nach zweitigigem Stehen 
dieser Lésung gab denselben Wert; auch die konzentrierte Saure be- 
wirkt also beim Stehen in der Kalte nur sehr langsame Desintegration. 
Ein weiterer Versuch mit 1 ccm Lésung (= 0,05 g) gab 1,28 mg, fiir 
0,5 g 12,8 mg Amino-N ; Mittelwert fiir 0,5 g Substanz 12,3 mg Amino-N. 

Stellen wir nun die Werte nach van Slyke fiir 0,5 g¢ Substanz zu- 


sammen, denen ich, wie schon erwahnt, nur als Vergleichswerte Be- 
deutung beimessen kann, so finden wir: 


a) Casein (Hammarsten). . . . . . 932mg Amino-N 
b) Nitrocasein aus 20proz. HNO, eae a a 
c) ra gs as ie Ne epee © ane re 
d) ‘A Me | yee i rep aye | ee “s 
e) "a peer, || Fae + Ki Se og a 


bei totaler Hydrolyse steigt der entsprechende Wert nach Abrechnung 
des NH, auf 54 mg. 


Berechnen wir nun fiir die Nitrocaseine den _,,Desintegrations- 
faktor‘‘, verglichen mit der vollstandigen (100proz.) Desintegration 
bei totaler Hydrolyse, entsprechend 54mg Amino-N, unter der wohl 
berechtigten Annahme, dai der Wert 3,2 mg fiir Casein der noch 
intakten EiweiBmolekel entspricht (Desintegrationsfaktor 0), so ergibt 
sich fir 


a) 54:3,2 = 16,9 i.e. 100 Proz. Hydrolyse 

b) 48:32 =— 1b5ie 88 ,, re & (16,9: 1,5 

€): T6232 «. 3.3.16. 133° *,, a = 100: a) 
d) 80:32 = 251.6. 14,8  ,, ~3 = 8,8 usw. 
©) 12,3: 3,2 = 3,9'1. 6. 230° ,, ji 





Man sieht ein Ansteigen der Desintegration je nach der Konzentration 
der verwendeten Saure. Dieser Vorgang muB sich gleichmafig auf 
alle Aminoséuren des Caseins erstrecken, da ein bevorzugtes Verbleiben 
im EiweiBverbande, etwa von Tyrosin und Tryptophan, natiirlich ein 
viel stiirkeres Ansteigen des Nitrowertes bei héherer Siurekonzentration 
zur Folge haben miiBte, als nach den oben mitgeteilten Versuchen 
(s. auch die folgende Arbeit) gefunden wurde. 
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X. Das Nitroprodukt des Blutfibrins. 

Als dritter Eiwei8kérper wurde das Blutfibrin der Nitrierung 
unterworfen. Das getrocknete Produkt wurde vor dem Versetzen mit 
HNO, erst einige Stunden in 0,5proz. HNO, zum Quellen gebracht; 
die Substanz farbt sich bei der dann in gewohnter Art vorgenommenen 
Nitrierung rétlich, die Saure gelb; erstere wird auf der Nutsche NO,- 
frei gewaschen und getrocknet. Wiahrend der Nitrowert fiir urspriing- 
liches Fibrin in die Fehlergrenzen fallt, gab das Nitroprodukt hier, 
wie beim Casein, zunichst einen auffallend hohen Wert (z. B. fiir 2 g 
Substanz 0,057 g NO,), der sich mit der Berechnung auf Grund des 
(wahrscheinlichsten) Tyresins- bzw. Tryptophangehaltes nicht in Uber- 
einstimmung bringen lieB. Als, analog wie beim Casein, 5proz. HNO, 
(statt 20proz.) zur Nitrierung verwendet wurde, ergaben sich voll- 
kommen ungleichmaBige Nitrowerte fiir die einzelnen Bestimmungen. 
Die Ursache dieses Verhaltens lag wieder in der Verankerung von N O,- 
Gruppen im EiweiBkorper, die durch Quellen der Substanz in 1 proz. 
Na,CO,-Lésung beseitigt werden konnten. Es wurde dabei genau 
wie beim Nitrocasein verfahren, die alkalische Lésung zeigt wieder 
deutliche HNO,-Reaktion; die mit HCl angesiuerten Produkte 
werden sorgfiltig ausgewaschen. 


Es ergaben sich die folgenden Nitrowerte fiir je 2g Substanz bei 
Nitrierung mit: 
OM Mere gcse eek ea Be a ae ae g NO, 
10, Guise ke Pee We Miia Bas < OCIS gs ;, 
2: 4 Batre we ey we 0,040, 0,040, 0,041 g 
nach den zweiten Quellen ...... . 0,039¢ 
BORNE. RAIN ee i oko: eke. ens 6. ny io: Oy MORE 
40 ,, baby ects tea pesne n> ee Beem a at ee 


Die Nitrierung setzt also nach diesen Versuchen mit 10 proz. HNO, 
ein und gelangt bei Verwendung von 20proz. HNO, auf die Werte 
von 0,040 bis 0,045 g NO,, die sie auch bei Anwendung von 30- und 
40proz. HNO, nicht mehr iibersteigt. 

Der berechnete Wert*) fiir einen Tyrosingehalt von 5 Proz.?) im 
Blutfibrin ware fiir 2g: 0,025 NO,, bleibt also erheblich hinter den 
gefundenen Zahlen zuriick; rechnet man einen Tryptophangehalt von 
3,7 Proz. = 0,018g NO, hinzu, so erhéht sich der Wert auf 0,043, 
die Ubereinstimmung ist nun eine ziemlich befriedigende. Der relativ 
hohe Tryptophangehalt des Blutfibrins lapt die Beteiligung dieser Amino- 
sdure hier besonders deutlich hervortreten. 


1) Vgl. Fiirth und Fleischmann (1. c.); Folin und Looney (I. c.). 
2) Neue Bestimmungen in diesem Laboratorium siehe FuBnote S. 547. 
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Zusammenfassung. 

1. Der Verlauf der Nitrierung bei Seidenfibroin, Casein und Blut- 
fibrin wurde nach dem etwas modifizierten Verfahren von Desvergnes 
(bzw. Young und Swain) studiert. 

2. Es zeigte sich bei allen drei Proteinen ein Nitrowert, der der 
einfachen (Mono-) Nitrierung des in der EiweiBmolekel enthaltenen 
Tyrosins entspricht. 

3. Enthalt das Protein auch Tryptophan, so addiert sich hierzu 
noch der entsprechende Nitrowert fiir diese Aminosiure. (Der Trypto- 
phanbaustein als solcher braucht dabei nach der Nitrierung nicht mehr 
vorhanden zu sein; es ist wohl méglich, daB nur ein Teil der Tryptophan- 
molekel, mit der Nitrogruppe beladen, den Nitrowert des Proteins 
mitbestimmt.) 

4. Beim Casein und Blutfibrin (s. auch die folgende Arbeit) miissen 
die bei der Nitrierung im Protein verankerten NO,-Gruppen, die 
einen héheren Nitrowert vortiiuschen, vor der Bestimmung durch 
eventuell wiederholtes Quellen in Ilproz. Na,CO,-Lésung entfernt 
werden. 

5. Das Nitrofibroin und Nitrocasein lassen sich durch iiberschiissiges 
Natriumhyposulfit im Wasserstoffstrome zu farblosen Produkten 
reduzieren. 

6. Das vom Casein herstammende Reduktionsprodukt wurde, 
ebenso wie urspriingliches Casein und Nitrocasein, nach der Methode 
von van Slyke auf den Amino-N-Wert untersucht. Es ergab sich bei 
dem Reduktionsprodukte eine geringfiigige Erhéhung gegeniiber dem 
Casein, doch keine Erhéhung gegeniiber dem Nitrocasein. Es sind also 
bei der Reduktion keine neuen freien Aminogruppen wirksam geworden, — 
die Bildung eines ,,Aminocaseins“ ist nicht erfolgt; infolgedessen konnte 
auch bei der Diazotierung des Reduktionsproduktes ein brenzcatechin- 
artiger Stoff nicht nachgewiesen werden. ; 

7. Es wurde schlieBlich mit Hilfe der Methode von van Slyke 
der Verlauf der Desintegration bei der Nitrierung verfolgt. Es ergibt 
sich ein sebr langsames Ansteigen der Desintegration mit der verwendeten 
Saurekonzentration ; auch bei Verwendung von konzentrierter Salpeter- 
siure (60proz.) tibersteigt dieselbe nur wenig 20 Proz. 

Herrn cand. med. L. Brings, der mehrere N O,-Bestimmungen 
durchgefiihrt hat, sage ich hierfiir meinen besten Dank. 
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Uber die Nitrierung einiger Eiwei®kérper. II. 


Von 
Fritz Lieben. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts 
der Universitat Wien.) 


(Versuche mit Ludwig Brings.) 
(Hingegangen am 11. Januar 1924.) 


In der vorangehenden Arbeit gelangte ich zu einer Vorstellung 
vom Verlaufe der Nitrierung von Eiwei8kérpern, wonach der Nitrowert 
sich auf einer Hohe einstellt, der einer Mononitrierung des in der EiweiB- 
molekel enthaltenen Tyrosins entspricht. Ist im Protein auch Trypto- 
phan vorhanden, so addiert sich hierzu noch der Mononitrowert fir 
das Tryptophan. Dieser Wert konnte bei Salpetersiurekonzentrationen 
zwischen 20 und 40 Proz. bei Seidenfibroin, Casein und Blutfibrin 
festgestellt werden. 

Um diese Konstatierung zu einer fir die wichtigsten Proteine 
giltigen Regel erweitern zu kénnen, war es nétig, einige weitere Bei- 
spiele heranzuziehen. Im folgenden wird der Verlauf der Nitrierung 
beim Serumalbumin und Serumglobulin, Lactalbumin, Edestin, Gliadin 
und Keratin beschrieben. 


1. Serumalbumin. In schwach gefairbtem Pferdeserum wird durch 
Halbsattigung mit heiBgesattigter Ammonsulfatlésung das Globulin 
gefallt, abfiltriert, im Filtrat das Albumin durch Auskoagulieren nieder- 
geschlagen, filtriert und mit Wasser SOj-frei gewaschen; das Produkt 
wurde getrocknet und pulverisiert. Je 8g wurden nun mit je 1% Liter 
20-, 30- und 40proz. HNO, versetzt und iiber Nacht stehengelassen. 
Die 40proz. Saéure wirkte lésend auf das Albumin, bei Neutralisieren 
setzte sich wohl ein spiarlicher Niederschlag ab, jedoch blieb nach der 

Biochemische Zeitschrift Band 145 36 : 
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Behandlung mit 1 proz. Sodalésung usw. (s. die vorangehende Arbeit) 
zu wenig fiir eine Bestimmung ibrig. 

Dax mit 20proz. HNO, behandelte Produkt gab fiir 2 g und 10 cem 
vorgelegter Zinnchloriirlésung (s. die vorangehende Arbeit) nach zwei- 
maligem Quellen in 1 proz. Na,CO, einen Verbrauch von 40 ccm 
n/10 J, 40.F (= 0,0007655) = 0,031 g NO,, eine zweite Probe gab 
dasselbe Resultat. 

Die mit 30proz. HNO, versetzte Substanz gab nach dem ersten 
Quellen einen Verbrauch von 49, nach dem zweiten Quellen von 45 cem 
n/10 J, i. e. 0,034 g NO,. 

Der Tyrosingehalt des Serumalbumins steht noch nicht fest, er 
dirfte sich um 5 Proz. herum bewegen*), der Tryptophangehalt darf 
mit 1,5 Proz. angenommen werden; fiir 2 g Substanz ergeben sich fiir 
Tyrosin zu 5Proz. und Tryptophan zu 1,5 Proz: 0,025 + 0,007 
= 0,032 g NO,. 

2. Serumglobulin. Der Niederschlag, aus Serum durch Halb- 
sittigung mit (NH,),SO, gewohnen, wird in siedendem Wasser koa- 
guliert, dann SQj-frei gewaschen und getrocknet. Je 10g Substanz 
wurden mit je 1% Liter 20- und 30proz. HNO, angesetzt. Gegen 
40proz. Saéure verhielt sich das Globulin dem Albumin analog. 

2g des Produktes aus 20proz. HNO, gaben nach der Soda- 
behandlung einen Verbrauch von 75 ccm n/10 J, nach dem zweiten 
Quellen von 64 ccm n/10 J, i. e. 0,049 g NO,, nach dem dritten Quellen 
von 59ccm n/10 J i. e. 0,045 g NO,, eine zweite Bestimmung gab erst 
einen Verbrauch von 58 ccm, dann von 61 ccm n/10 J i. e. 0,044 bzw. 
0,047 g NO,. 

By. des Produktes aus 30proz. HNO, lieferten 59 ccm sh J, 


. 0,045 g NO,. 
Berechnung: Globulin zu 6,5 Proz. Tyrosin. . . . 0,033 g NO, 
” » 3 » Tryptophan . 0,0l4g_,, 
0,047 g Ne 0, 


3. Lactalbumin. 5g des Praparates ,,Albulaktin“, das..wir der 
Freundlichkeit des Herrn Dozenten Dr. EZ. Nobel verdanken, wurden 
mit 200 cem 20proz. HNO, angesetzt, dann wie gewohnlich in 1 proz. 
Na,CO, gequollen; das getrocknete Produkt ergab fir je 1g einen 
Verbrauch von 20 bzw. 22ccm n/10 J. Fiir 2g Substanz ergibt sich 
im Mitte] 42. F = 0,032 g NO,. 

Berechnung: Lactalbumin, mit 5 Proz. Tyrosin und 2,3 Proz. 
Tryptophan angenommen, ergibt 0,025 + 0,010 = 0,035 g NO,. 


1) O. Folin und J. M. Looney, Journ. of biol. Chem. 51, 421. 
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4. Edestin. 400g Hanfsamen') werden im Morser pulverisiert, dann im 
Soxhletapparat mit Petrolaither entfettet, letzterer wird im trockenen Luft- 
strom vertrieben. Das erhaltene Samenmehl wird mit 3proz. NaCl-Lésung 
auf dem Wasserbade bei 60° extrahiert (Portionen von je 100 g auf 500 cem 
NaCl-Lésung); der Auszug wird von Samenriickstaénden fiitriert; Edestin 
scheidet sich in der Kalte ab, der Niederschlag wird abfiltriert, in einer 
Porzellanschale getrocknet, zerrieben und dann durch Auswaschen mit 
Wasser von NaCl befreit. 

Portionen von 3g wurden mit 20- und 30proz. H N O, angesetzt usw. ; 
der Verbrauch fiir 2 g Substanz betrug im ersten Falle 44 ccm n/10 J, 
i. e. 0,034 g NO,, im zweiten Falle 47 ccm n/10 J, i. c. 0,036 g NO,. 

Berechnung: Edestin mit 6 Proz. Tyrosin angenommen 0,030gN 0, 

” ” 1,6 ” Tryptophan ” 0,007 14 9° 
0,037 g NO, 

5. Gliadin. Ykg Weizenmehl*) wird mit dem fiinffachen Gewicht 
70proz. Alkohols in vier Portionen nach Durchmischung 24 Stunden stehen- 
gelassen; dann vom restlichen Mehl durch Papierbrei klar filtriert. Aus 
dem Filtrat wird der Alkohol auf dem Wasserbade im Vakuum abdestilliert, 
die eingeengte Lésung nun in kalte gesittigte Kochsalzlésung gegossen, 
vom spirlichen Niederschlag dekantiert, dieser schlieBlich gesammelt und 
getrocknet. 

Mit 20proz. HNO, angesetzt und wie oben weiter behandelt, 
verbraucht 1g ,,Nitrogliadin“’ 13cem bzw. 2g 26ccem n/10 J, i. e. 
0,020 g NO,. 

Berechnung: Gliadin mit 3,5 Proz. Tyrosin angenommen 0,017 g NO, 

” ” 1,5 ” Tryptophan ” 0,007 Z » 
0,024 ¢ NO, 


6. Keratin. Die Bestimmung der Nitrogruppen bei Keratinen 
bietet insofern Schwierigkeiten, als diese Proteinoide nicht einheitliche 
Substanzen darstellen. Daher unterliegt der fiir die vorliegende Be- 
stimmung maBgebende Tyrosin- und Tryptophangehalt je nach der 
Herkunft des Produktes bedeutenden Schwankungen. Die folgenden 
Daten sollen nur zeigen, daB die Bestimmungsmethode prinzipiell 
auch bei Keratinen anwendbar ist, ohne da der ,,Nitrowert‘‘ Anspruch 
erheben wiirde, fiir ein anderes Produkt zu gelten als das eben von uns 
untersuchte. — 4 kg Gansefedern wurde portionenweise im Soxhlet- 
apparat mit Petrolither entfettet, dann je 20g mit je 1% Liter 10-, 
20-, 30- und 40proz. HNO, angesetzt. 

Die Ergebnisse waren fiir je 2g Substanz: Bei Verwendung von 
10proz. HNO, ohne folgende Quellung wurden verbraucht 13 ccm 
n/l0 J, i. e. 0,010 g NO,. 


1) Vgl. Th. B. Osborne und E. Strauss, in Abderhaldens Handb. d. biol. 
Arbeitsmeth., Abt. I, Teil 8, 1922, S. 400. 
2) Ebendaselbst, S. 438. 











D8 Fr. Lieben: 

Beim Ansatz mit: 
20proz. HNO, ohne Quellung 27cemn/10J i.e. 0,021 g NO, 
205; ;, nach erfolgter Quellung 30 ,, n/10J i.e. 0,023¢ ,, 
3055 » Ohne Quellung 55 ,, n/l10J i.e. 0,042 ¢ 
20: 45 s3 nach Imaliger Quellung 46 ,, n/10J i.e. 0,035¢_ ,, 
65. eae? Swe . 33 ,, n/l0OJ i.e. 0,0%¢ ,, 
30° |; s op SR ne 32 ,, n/1l0J i.e. 0,025¢ 
40 ,, a Naps: aptiaes 8 . 45 ,, n/l0J i.e. 0,084 ¢ 
40 ,, oe a a te a 36 ,, n/lOJ i.e. 0,028¢ _ ,, 
rae Lao Meh e Fed i 39 ,, n/l0J i.e. 0,080¢ _,, 


Das mit 1l0proz. HNO, behandelte Produkt wurde mit 20proz. 
HNO, nochmals angesetzt. Der Jodverbrauch stieg jetzt auf 31 ccm, 
i. e. 0,023 g NO,. 

Es ergibt sich mithin, daB, namentlich bei Verwendung héherer 
H N O,-Konzentrationen, eine wiederholte Behandlung mit I proz. Soda- 
losung notig ist, um zu einem konstanten Werte zu gelangen, dieser 
kann etwa fiir das vorliegende Nitrokeratin mit 0,026 g NO, angenommen 
werden. 

Den in der Literatur angegebenen, naturgem&B voneinander stark 
abweichenden Werten fiir den Tyrosingehait von Keratinen konnte 
fiir den vorliegenden Fall keine Bedeutung zukommen. 

Herr cand. med. A. Fischer hatte dié Freundlichkeit, nach einem 
hier im Institut ausgearbeiteten Verfahren, das auf der Millonschen 
Reaktion beruht, in den von mir verwendeten Ginsefedern eine Tyrosin- 
bestimmung vorzunehmen. Er fand 3 bis 31% Proz., einen gegeniiber 
den in der Literatur angegebenen auffallend niedrigen Wert. Es waren 
allerdings schon friiher im hiesigen Institut Werte von 4,5 bis 5 Proz. 
beobachtet worden [nach dem Verfahren von Folin und Looney (I. c.), 
sowie nach dem Diazoverfahren von Hanke und Koessler!)]. Es lag 
also kein Grund vor, einen héheren Wert anzunehmen. 

Unter der Annahme von 4 Proz. Tyrosin ware der Nitrowert 
0,020 g NO,, und der weiteren von 1 Proz. Tryptophan 0,005 g N0,, 
in Summe 0,025 g NO, 

Es zeigt sich mithin durchweg eine befriedigende Ubereinstimmung 
zwischen Berechnung und experimentellem Befund. Diese Uberein- 
stimmung erscbeint allerdings durch die geringe Sicherheit der ersteren 
gefahrdet, die derzeit nur auf einer Auswahl unter den bisher bekannten 
Werten fiir den Tyrosin- und Tryptophangehalt der Proteine fuBen kann. 

Wihrend die Tryptophanbestimmung nach der von 0. Fiirth und 
Z. Dische (noch unverdffentlicht) revidierten kolorimetrischen Methode 
(vgl. Anm. 1, 8.543 der vorigen Arbeit), sowie nach der Methode 
von Folin und Looney (I. c.) gut iibereinstimmende, ziemlich gesicherte 


1) M. T. Hanke und K. K. Koessler, Journ. of biol. Chem. 50, 238, 1922. 
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Resultate gibt, bietet ein Uberblick tiber die in der Literatur vor- 
liegenden Tyrosinwerte (O. Fiirth, diese Zeitschr.) das Bild der gréBten 
Diskrepanzen. Ich hielt mich nun fiir berechtigt, die Werte von 
M.Weiss') nach dem Millonverfahren sowie die aus gravimetrischen 
Bestimmungen als bestimmt zu niedrig, die Werte nach dem Verfahren 
von Thomas?) (Indexe phénolique) als bestimmt zu hoch auszuschalten 
und mich an die in der Tabelle von Fiirth angefiihrten mittleren Werte 
nach den Methoden von Fiirth und Fleischmann, Folin und Looney usw. 
zu halten. Die Zukunft wird lehren, ob ich dabei irgendwo betriachtlich 
fehigegriffen habe. Nach den bisherigen Befunden kann man wohl 
an der eingangs erwihnten Konstatierung als Regel fiir den Verlauf 
der Nitrierung festhalten. 


1) M. Weiss, diese Zeitschr. 97, 102. 
2) P. Thomas, Bull. de la Soc. de Chimie Biol. 8, 18, 1921. 
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